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Mammalian fertilization is a sequence of unique and fascinating events, during which 
seminal proteins are of crucial role. In case of bull (Bos taurus), proteins of seminal 
plasma (BSP), especially its major component PDC-109, are known to be in aggregated 
forms, but little is known about mechanism of forming aggregates and their biological 
function. In present thesis we discovered some interes ing properties of PDC-109 and BSP 
proteins. We found that concentration of these proteins influences their aggregation state 
significantly, which can be of great biological importance. Separation of seminal proteins 
by size exclusion chromatography revealed three main fr ctions denoted I, II and III, with 
apparent molecular weights of Mr > 150 000, Mr = 30 000 and Mr = 13 000, respectively. 
In case of PDC-109, molecular weights of theese fractions were retained even after 
purification procedure, which implies very stable interactions in forming of aggregates. 
In addition, there was a difference in distribution of PDC-109 glycoforms among fractions, 
which can be related to the fact, that theese fractions have different sperm membrane 
binding patterns as we determined by fluorescence microscopy. However, further 
experiments are needed for better understanding this issue.  
 














Savčí fertilizace je jedinečný a fascinující sled událostí, v němž se významně uplatňují 
seminální proteiny. Je známo, že v případě býka (Bos taurus) se proteiny semenné 
plazmy (BSP), zvláště pak jejich majoritní složka PDC-109, nacházejí v agregovaných 
stavech, ale o mechanismu tvorby agregátů a jejich biologické funkci se příliš mnoho neví. 
Z výsledků této práce vyplývají některé zajímavé vlastnosti PDC-109 a BSP. Zjistili jsme, 
že koncentrace těchto proteinů má značný vliv na jejich agregaci, což může mít důležitý 
biologický význam. Separace seminálních proteinů gelovou chromatografií odhalila 
existenci tří hlavních frakcí, označených I, II a III, odpovídajících relativním molekulovým 
hmotnostem Mr > 150 000, Mr = 30 000 a Mr = 13 000, resp. Jejich molekulové hmotnosti 
jsou zachovány i po purifikační proceduře v případě PDC-109, což naznačuje velmi 
stabilní interakce, zahrnuté ve formaci agregátů. Navíc byla v jednotlivých frakcích 
rozdílná distribuce glykoforem PDC-109, jež může souviset s jejich odlišným vazebným 
chováním k membráně spermie, což jsme zjistili pomocí fluorescenční mikroskopie. 
Nicméně k lepšímu pochopení studované problematiky je zapotřebí dalších experimentů. 
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Schopnost reprodukce je jedním z charakteristických znaků života. Při pohlavním 
rozmnožování dochází ke splynutí dvou odlišných haploidních gamet (samčí spermie 
a samičího vajíčka) za vzniku geneticky unikátní diploidní zygoty. U savců vznikají 
gamety v gonádách procesem gametogeneze. Během tohoto procesu se morfologicky 
i funkčně diferencují. K úspěšnému kontaktu a splynutí dojde pouze mezi zralými 
gametami ve vhodném čase a prostředí [1, 2].  
  
1.1 Pohlavní soustava býka 
 
Pohlavní soustava býka (Bos taurus) sestává z varlat, nadvarlat, pyje a přídatných 
pohlavních žláz - chámovodů, prostaty, Cowperových (bulbouretrálních) žláz a semenných 
vaků [1].  
Ve varlatech (testes) vznikají spermie procesem spermatogeneze a je zde také 
tvořen testosteron [1]. Parenchym varlete obsahuje stočené semenotvorné kanálky, 
vystlané zárodečným spermatogenním epitelem, jenž je tvořen Sertoliho (podpůrnými) 
a Leydigovými (intersticiálními) buňkami [1]. Semenotvorné kanálky ústí do kanálků 
odvodných, které vstupují do hlavy nadvarlete [1].  
Nadvarle (epididymis) nasedá na varle hlavovou částí (caput epididymis), pokračuje 
v tělo nadvarlete (corpus epididymis) a ocas nadvarlete (cauda epididymis), který dále 
přechází v chámovod [1]. V nadvarleti spermie dozrávají a jsou zde uloženy, při ravené 
k případné ejakulaci. Svůj fertilizační potenciál si uchovávají po dobu až dvou měsíců, 
k čemuž přispívají vhodné podmínky (snížená teplota, mírně kyselé pH, zvýšená 
koncentrace CO2 a celkově snížený metabolismus a motilita) [1]. 
Chámovody (ductus deferens) jsou pokračováním vývodného systému z ocasů 
nadvarlat. Koncová část přechází v ampuli, produkující sekret, jenž se mísí se spermiemi 
během ejakulace [1]. 
Sekrety dalších přídatných pohlavních žláz představují především živné a nosné 






1.2 Stavba a vývoj samčí pohlavní buňky býka  
1.2.1 Stavba spermie 
 
 
      a)     b)           c)                      d)                     e) 
 
Spermie (obr. 1.1) se skládá z hlavičky a bičíku, spojených krátkým krčkem. Plazmatickou 
membránu je v hlavové části možno rozdělit na akrosomální, ekvatoriální a post-
akrosomální oblast, membrána bičíku se dělí na střední, hlavní a koncový oddíl [2]. 
Většinu objemu tvoří jádro se značně kondenzovaným chromatinem, relativně malé 
množství představuje cytoplazma s cytoskeletem. Akrosom je speciální membránová 
organela a nachází se mezi jadernou a plazmatickou membránou, kde v těsné blízkosti 
kopíruje špičku hlavičky [2]. Obsahuje řadu kyselých hydrolas, typických pro lysosomy 
a rovněž několik specifických enzymů a dalších proteinů [2]. Funkce této organely je 
kritická pro akrosomovou reakci (kap. 1.3.3, str. 12) [11].  
Obr. 1.1: schéma stavby spermie 
a) spermie  
b) boční pohled  
c) ultrastruktura hlavičky, krčku a spojovací 
části bičíku 
d) podélný řez vyznačenými částmi spermie 
e) příčný řez 
 
1 - hlavička 
2 - krček 
3 - střední část bičíku 
4 - hlavní část bičíku 
5 - koncová část bičíku 
6 - prstenec 
7 - akrosom 
8 - nukleární prstenec 
9 - cytoplazm. membrána 
10 - akrosomová hmota 
11 - nukleoplazma 
12 - implantační jamka 
13 - hlavice bičíku 
14 - proximální centriol 
15 - segmentové provazce   
16 - osové vlákno 
17 - hladké provazce 
18 - mitochondriální pochva  
19 - fibrózní pochva 
 
zdroj: [2], obr. upraven 





Základ bičíku tvoří osové vlákno (svazek mikrotubulů), které ho protíná po celé 
jeho délce. V oblasti od krčku až po konec hlavní části obepínají osové vlákno hladké 
provazce, ve střední části ještě vrstva mitochondrií, generující ATP pro jeho velmi aktivní 




Tímto procesem vznikají hotové spermie ze zárodečných buněk zvaných spermato-
gonie [3]. Dělí se na spermatocytogenezi a spermiogenezi [2]. 
Během spermatocytogeneze se zárodečné spermatogonie mitoticky dělí za vzniku 
několika typů [2,3]. Výsledek tohoto kontinuálního procesu je jednak zachování 
konstantního stavu zárodečných buněk, jednak vznik primárního spermatocytu [2,3]. 
Prvním meiotickým dělením primárního spermatocytu vznikají dva sekundárí 
spermatocyty a druhým čtyři haploidní spermatidy [2,3]. 
V průběhu následné spermiogeneze prodělají dosud sférické spermatidy, vzniklé 
meiosou, rozsáhlé morfologické změny. Ztratí většinu své cytoplazmy, dojde ke 
kondenzaci nukleárního chromatinu, vytvoření akrosomové čepičky z Golgiho aparátu 
a k tvorbě bičíku [3]. Po odpojení od Sertoliho buněk (spermiace) se spermie přesouvají do 
nadvarlete [2,3]. 
 
1.2.3 Zrání spermie - epididymální maturace  
 
V průběhu spermiogeneze dochází k nejvýraznější diferenciaci, nicméně fertilizační 
potenciál získává spermie až během svého epididymálního tranzitu [4]. V průběhu 
spermatogeneze je část diferenciace regulována kontrolou genetické exprese gamety, 
v okamžiku kondenzace chromatinu během spermiogeneze se však exprese stává téměř 
neaktivní [4]. Další posttestikulární modifikace jsou proto považovány za důsledek 
interakce spermie s prostředím epididymálního lumen (popř. semenné plazmy či samičího 
genitálního traktu) [4].  
Především jde o získání motility a schopnosti rozeznat a navázat se na zonu 
pellucidu (zona pellucida = glykoproteinový obal vajíčka) [4]. Tyto změny jsou spojeny 




v metabolismu glykoproteinů (glykosidasy, glykosyltransferasy) [4]. Důležitou roli hrají 
speciální vesikulární útvary epididymosomy [4]. 
 
1.3 Interakce spermie s prostředím samičího genitálního traktu 
 
Aby byla spermie schopna akrosomové reakce, musí prodělat kapacitaci [5]. Ke kapacitaci 
dochází v oviduktech, kde spermie tvoří tzv. rezervoár [5]. 
 
1.3.1 Tvorba oviduktálního rezervoáru 
 
Nekapacitované spermie se vážou na oviduktální epitel omocí lektin-sacharidových 
interakcí a tvoří zde rezervoár [5]. Navázané prodělají kapacitaci, během níž se receptory, 
zodpovědné za vazbu na ovidukt, ztratí a spermie se uvolní. Význam tvorby rezervoáru je 
zřejmě jednak zabránění polyspermie, jednak prodloužení životnosti spermií a též 
načasování kapacitace v závislosti na ovulaci, kdy jsou uvolňovány faktory, které 




Kapacitací získává spermie schopnost správné akrosomové reakce [5]. Některé spermie 
prodělají akrosomovou reakci předčasně. Tento patologický jev se nazývá spontánní 
akrosomová reakce a buňka již většinou není schopna fertilizace a je odsouzena 
k zániku [5]. 
Za jistých podmínek je možné kapacitovat epididymální spermie in vitro: vyšší 
koncentrace HCO3
-, Ca2+, přítomný energetický substrát a akceptor sterolů (většinou 
albumin), který usnadňuje cholesterolový eflux (kap. 1.5.3, str. 22) [5]. U býka je in vitro 
možné kapacitaci indukovat heparinem [6]. 
Kapacitace zahrnuje změny v architektuře buněčné membrány (hlavně v lipidovém 
složení), což vede ke zvýšené fluiditě membrány a odlišné konfiguraci membránových 
domén – zejména odkrytí receptorů pro vazbu na zonu pellucidu [5]. Změny společně 




které později dochází v průběhu akrosomové reakce [5]. Kapacitaci provází zvýšení 
intracelulárního Ca2+, pH, cAMP a HCO3
-, což vyústí ve fosforylační kaskády a indukci 
hyperaktivace, která souvisí se zvýšenou rychlostí a níženou linearitou pohybu [5]. 
 
1.3.3 Akrosomová reakce a fúze gamet 
 
Mechanismus navigace spermie k vajíčku po uvolnění z rezervoáru není zcela jasný. 
Chemotaxe je uplatňována spíše v bezprostřední blízkosti vajíčka [7]. Na větší vzdálenost 
by mohla být spermie naváděna termotakticky, neboť rozdíl teplot mezi místem, kde 
spermie tvoří rezervoár a místem, kde dochází ke kontaktu gamet, je poměrně velký [8]. 
Při ovulaci vstupuje vajíčko do ampuly oviduktu v komplexu s kumulárními 
buňkami (cumulus oophorus) a extracelulárního matrix z polymerní hyaluronové 
kyseliny [9]. Je obaleno glykoproteinovou vrstvou (zona pellucida), tvořenou 
glykoproteiny bZP1, bZP2, bZP3α, bZP3β a bZP4 [10]. Pouze kapacitované spermie 
mohou proniknout cumulus oophorus [11]. Zdá se, že hyaluronidasa, jedna z hydrolas na 
povrchu spermie, zde hraje spíše druhořad u roli, a že spermie pronikne cumulus oophorus 
skrz kanálky, které vyplývají z jeho radiálního uspořádání [11]. Navigace je zřejmě řízena 
chemotaxí, která se objevuje až po kapacitaci [11].  
Interakce receptoru na povrchu spermie a zony pellucidy zahájí akrosomovou 
reakci [11,12]. Ta zahrnuje rapidní influx Ca2+, fúzi akrosomové a plazmatické membrány 
spermie a následné vylití obsahu akrosomu do extracelulárního prostoru zony 
pellucidy [11,12]. Akrosom obsahuje kyselé hydrolasy; nejvýznamnější z nich je akrosin, 
který se nachází též na povrchu spermie a jako receptor se váže na zonu pellucidu [11]. 
Akrosin štěpí autokatalyticky proakrosin na enzymaticky aktivní α-akrosin a dále na 
β-akrosin, který se již neváže, je však stále enzymaticky aktivní [11]. Akrosin (v obou 
formách) je serinová proteasa podobná trypsinu [11].  
Nakonec spermie vytvoří otvor, kterým propluje dovnitř. K penetraci zřejmě též 
přispívá vrtulovitý pohyb spermie po hyperaktivaci [11]. Další události zahrnují adhezi 
spermie a fúzi membrán obou gamet. Následuje aktivace vajíčka, která je spojena se 
zvýšením intracelulární hladiny Ca2+ během několika sekund až minut po fúzi [12], 
s pravidelnými oscilacemi po dobu několika hodin, dokud nedojde k první mitóze [12]. 




1.4 Býčí semenná plazma 
 
Objem ejakulátu býka je obvykle asi 4 ml a obsahuje okolo 109 spermií / ml [1]. Většinu 
objemu tvoří semenná plazma (cca 95%) [2]. Je to produkt přídatných pohlavních žláz, 
převážně semenných vaků [1,2].  
Semenná plazma je především nosič [1,2], prostřednictvím něhož jsou spermie 
dopraveny do samičího traktu. Obsahuje také látky, které představují jednak důležité 
metabolity a zdroje energie, jednak udržují pH (6,2 – 7,8) [1] a osmotickou rovnováhu [1].  
Dále obsahuje dekapacitační faktory, které při ejakulaci interagují s povrchem 
spermie a ke kapacitaci může dojít až po odstraně í nebo modifikaci těchto faktorů 
v samičím genitálním traktu. Tento efekt přispívá ke správnému nač sování kapacitace 
a její indukci interakcí s faktory v samičím prostředí a bude podrobněji popsán v kap. 1.5.3. 
na str. 22.   
 
1.4.1 Nízkomolekulární složky býčí semenné plazmy 
 
V semenné plazmě jsou přítomny četné nízkomolekulární látky (aminokyseliny, nukleotidy, 
sacharidy, lipidy, anorganické ionty, organické kyseliny, vitamíny atd.) [1]. Velmi výrazný 
je vysoký obsah fruktosy a citrátu [1]. O případné participaci fruktosy na fertilizaci jako 
modulátoru heparin vazebné aktivity BSP proteinů bude zmínka v kap. 1.5.2.2 (str. 20); je 
však hlavně zdrojem energie pro spermie (fruktolýza) [1,2]. Navýživě se podílejí i další 
cukry, aminokyseliny, lipidy atd. Citrát společně s HCO3
- (a dalšími látkami) udržují 
pH rovnováhu [1]. Ve vysokých koncentracích se v semenné plazmě nacházejí též inositol 
a glycerylfosforylcholin, které společně s fruktosou udržují osmotickou rovnováhu [1].  
 
1.4.2 Proteiny býčí semenné plazmy 
 
V semenné plazmě bylo nalezeno okolo 250 proteinových stop [13], 99jich bylo 
identifikováno [14]. Majoritní proteinovou frakci představují BSP proteiny (BSP-A1/-A2, 
BSP-A3 a BSP-30-kDa), které byly velmi detailně studovány a charakterizovány 




Některé další proteiny byly studovány. Spermadhesin aSFP (z angl. acidic Seminal 
Fluid Protein) je 13 kDa kyselý protein o 114 AK sekretovaný semennými vaky a ampulou 
chámovodu v relativně vysokých koncentracích (1 – 7 mg/ml) [15]. Byla popsána jeho 
antioxidační aktivita [16] a možná participace na inhibici akrosinu [17]. Spermadhesin Z13 
je 116 AK neglykosylovaný protein s Mr 13 000, který existuje ve formě kovalentního 
dimeru, je ze 40 % identický k aSFP a stejně tak nevykazuje heparin-vazebnou 
aktivitu [18]. Osteopontin (OPN) je kyselý protein, produkovaný semennými vaky 
a ampulou, který existuje v semenné plazmě ve dvou isoformách 14 a 55 kDa [19]. OPN se 
zřejmě účastní kontaktu spermie s vajíčkem interakcí s integriny a/nebo multimerizací; je 
rovněž sekretován buňkami oviduktálního epitelu [19]. Seminalplasmin je 47 AK silně 
bazický peptid s výrazně antimikrobiálními účinky, který je v semenné plazmě 
v koncentraci cca 0,5 mg/ml. Antimikrobiální efekt spočívá v penetraci buněčnou 
membránou a inhibici RNA polymerasy (s preferencí pro inhibici syntézy rRNA) 
a reversní transkriptasy [20]. 
Ačkoliv nebyla prokázána signifikantní korelace mezi celkovou hladinou proteinů 
a fertilitou [21], některé proteiny se zdají být potenciálními markery lpší či horší plodnosti, 
alespoň u plemen, které byly zkoumány (Holštýn, Nelore) [21-25]. U fertilnějších býků 
byla zjištěna nižší exprese Z13 a vyšší exprese 58 kDa PLA2 (fosfolipasa A2) isoformy 
a 55 kDa osteopontinu [22]. Další proteiny v pozitivní korelaci s fertilitou jsou 
prostaglandin D synthasa (PGDS) v semenné plazmě [23] a aSFP, jež se nacházel v 8,5x 
vyšším množství v asociaci s membránou spermie u býků s lepší fertilitou [24]. V tekutině 
cauda epididymis (CEF – z angl. Cauda Epididymal Fluid) byla α-L-fukosidasa 2 
a kathepsin D v 2,3x, resp. 2,4x vyšší koncentraci u fertilnějších býků. Některé proteiny 
byly identifikovány též jako potenciální negativní markery: BSP-30-kDa s vyšší expresí 
u méně fertilních býků [22],  BSP-A3 asociovaný s membránou spermie (2,5x více u méně 
fertilních býků) [24] nebo tři 24-27 kDa isoformy PGDS (pI 6,3 - 5,8) v CEF [25]. To 
může být v rozporu s výsledky uvedenými v [23] (PGDS jako marker vyšší fertility), 
nicméně v semenné plazmě to byla jediná isoforma (26 kDa pI 6,2), a to v 8,5x nižší 








1.5 BSP proteiny 
 
 
Jedná se o čtyři majoritní proteiny býčí semenné plazmy: BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3 
a BSP-30-kDa. Zkratka BSP znamená býčí semenná plazma (z angl. Bovine Seminal 
Plasma), označení písmenem A (z angl. Acidic) vyjadřuje jejich kyselý charakter 
(pI v rozmezí 3,9 – 5,2 [26]) a 30-kDa v pří adě posledního člena vyjadřuje přibližnou 
molekulovou hmotnost [27]. BSP-A1 a A2 jsou různé glykoformy téhož proteinu [28] 
a jejich směs bývá označována též BSP-A1/-A2 [28], nebo PDC-109 – název odvozený od 
N- a C- koncových aminokyselin (Asp - D, resp. Cys - C) a délky polypeptidového řetězce 
(109 aminokyselin), P jako peptid/protein [29]. 
Mezidruhová existence proteinů homologních k BSP je relativně dlouho 
známa [30, 31]. Jelikož bylo nedávno objeveno mnoho dalších genů BSP superrodiny [32] 
a ještě mohou přibývat, byl navržen nový jednotný způsob názvosloví proteinů BSP [33]. 
BSP má nově znamenat Binder of SPerm (vázající spermii) a proteiny/geny se zařadí do 
jedné ze tří skupin: BSP, BSPH (z angl. Homologous) nebo BSPL (z angl. Like). Podle 
tohoto názvosloví se PDC-109, BSP-A3 a BSP-30-kDa mění na BSP1, BSP3 a BSP5 [33]. 
V této práci však budu používat poněkud zažitější původní označení a názvem BSP budou 
myšleny čtyři majoritní proteiny býčí semenné plazmy (tato kapitola), resp. kompletní 
proteiny býčí semenné plazmy v kap. 2-5. 
BSP jsou sekretovány přídatnými pohlavními žlázami, konkrétně semennými vaky 
a ampulou chámovodu [31,34] ve vysoké koncentraci 31,4 – 47 mg/ml, což odpovídá až 
57 % veškerých proteinů býčí semenné plazmy [35]. Z toho PDC-109 tvoří většinu 
a přibližný poměr PDC-109 : BSP-A3 : BSP-30-kDa je 10 : 1 : 1 [35].  Během ejakulace se 
vážou na celou membránu spermie [36] s jistou preferencí pro střední část a akrosomální 
oblast [34]. BSP-30-kDa byl detekován v malé míře i na epididymálních spermiích [34], 
nicméně testikulární ani epididymální exprese mRNA pro BSP-30-kDa ani žádný jiný BSP 
detekována nebyla [31]. Počet navázaných BSP na membráně ejakulované spermie byl 
stanoven na zhruba 9 mil. molekul proteinu na jednu buňku [34], což odpovídá cca 4 - 6 % 







1.5.1 Struktura BSP proteinů 
 
Primární struktura BSP proteinů byla objasněna, včetně posttranslačních modifi-
kací [29,34,37-39]. 
PDC-109 je protein o 109 AK, který obsahuje dvě fibronektinové domény typu II 
(Fn2A: Cys24 – Cys61; Fn2B: Cys69 – Cys109) a dva intramolekulární disulfidické 
můstky [29,40]. Je to směs dvou glykoforem: glykosylovaného BSP-A1 (majoritní) 
a neglykosylovaného BSP-A2 [34]. Trisacharid, navázný O- glykosidickou vazbou na 




(NeuNAc = kyselina N-acetylneuraminová, Gal = galaktosa, GalNAc = N-acetyl-2-
-galaktosamin) 
 
Relativní molekulová hmotnost PDC-109 byla zjištěna 13443,4 ± 0,5, resp. 12788,4 ± 0,6 
pro neglykosylovanou formu [34].  
BSP-A3 je 115 AK protein o relativní molekulové hmotn sti 13403 a obsahuje 
rovněž dvě domény typu Fn2 (Fn2A: 28 - 66; Fn2B: 73 - 115) [37]. Vykazuje asi 70% 
homologii s PDC-109 [37] ale není glykosylován [28]. BSP-30-kDa se skládá ze 158 AK, 
Mr se pohybuje mezi 25800 – 26400 v závislosti na glykos laci [39]. Se svými šesti 
O- glykosidicky vázanými sacharidy (Thr11, 21, 32, 3 34 a 39) je nejvíce glykosylovaný 
BSP protein (Mr sacharidové komponenty vychází na 7200 – 7800) [39]. Na rozdíl od 
C- konce, kde jsou dvě Fn2 domény, podobně jako u ostatních BSP, N- konec s oblastí 
bohatou na prolin je poněkud delší a sekvenč ě unikátní [39].  
Na obr. 1.2a (str. 17) jsou znázorně y primární struktury BSP proteinů 
s vyznačenými doménami. Každý z proteinů BSP splňuje následující schéma [33]: 
 
 








       a)           b) 
 
 
Obr. 1.2: a) Schematická struktura BSP proteinů; jsou vyznačeny disulfidické můstky 
a místa glykosylace na N-koncových doménách b) 3d model struktury PDC-109; barevně 
jsou odlišeny jednotlivé domény, zeleně jsou vyznačeny disulfidické můstky c) model 
detailu interakce na rozhraní obou domén; oranžově je označena molekula solventu  




Studie krystalu PDC-109 [42] ukázala, že obsahuje 2 globulární domény spojené 
krátkou sekvencí o sedmi AK (obr. 1.2b). Tyto domény jsou k sobě vázány hydrofobními 
interakcemi mezi aminokyselinami uvnitř dutiny na rozhraní obou domén a interakcí mezi 
asparagovou kyselinou a lysinem na povrchu prostřednictvím molekuly solventu 
vodíkovými můstky (obr. 1.2c) [42]. 
Vypočtený povrchový potenciál PDC-109 a BSP-30-kDa je př vážně pozitivní, 
u BSP-A3 naopak negativní [43]. 






1.5.2 Vazebné vlastnosti BSP proteinů 
 
Zdá se, že BSP jsou multifunkční a multivazebné proteiny, interagující s vysoko-
i nízkomolekulárními látkami: s kolagenem a želatinou (denaturovaný kolagen) [27,40], 
heparinem a jinými glykosaminoglykany [44,45], apoli proteinem A-I (ApoA-I) a HDL 
(z angl. High Density Lipoprotein) [46], D-fruktosou [47], L-fukosou a fukosylovanými 
ligandy [48], Mannanem a D-mannosou [49], fosfocholinovou strukturou (tj. fosforyl-
cholin, fosfatidylcholin, fosfocholinové lipidy), neopentyl. skupinami alkyl-Superosy [40], 
diethylaminoethylovými skupinami DEAE-Sephadexu [84] aj. V neposlední řadě asociují 
za vzniku oligomerů a vysokomolekulárních agregátů [28,50]. 
 
1.5.2.1 Interakce s lipidy: 
 
BSP interagují s fosfolipidy s výraznou specifitou pro cholinový typ [51]. Velmi silně 
vážou fosfatidylcholin (PC), sfingomyelin (SM). Interagují také s lyso-PC, 
PC plazmalogenem a PAF (Platelet Activating Factor) [51]. S jinými než cholinovými 
fosfolipidy, jako je fosfatidyletanolamin (PE), fosatidylserin (PS), fosfatidylglycerol (PG), 
fosfatidylinositol (PI) aj., neinteragují [51] s výjimkou BSP-30-kDa, který vykazuje jistou 
afinitu pro některé z těchto lipidů (PE, PS, PI) [51].  
Interakce je rychlá [52,53] a Ca2+ independentní [51]. Je favorizována entropickým 
příspěvkem a velice nízkou disociační konstantou [53]. Krystalografické studie 
v kombinaci s molekulárně dynamickými počítačovými simulacemi odhalily interakční 
mechanismus komplexu PDC-109 s fosforylcholinem [42,5 ]. Vazba je realizována 
π-kation interakcí mezi kvartérní cholinovou skupinou a indolovým kruhem tryptofanu a je 
podpořena interakcí -OH skupin tyrosinů a fosfátové skupiny fosforylcholinu (obr. 1.3a na 
str. 19) [42]. Interakce pravděpodobně neustále náhodně vzniká a zaniká [54]. Na každé 
doméně se nachází jedno vazebné místo pro fosforylcholin; tato vazebná místa jsou 
orientována na stejnou stranu proteinu [42]. Navíc po navázání fosforylcholinu dojde ke 
změně konformace [42,54] a formaci dimerů (polární i hydrofobní interakce). Vzájemná 
orientace domén pak přinutí další fosforylcholin-vazebné místo k interakci s případným 
lipidem v membráně [54]. Čtyři vazebná místa jsou potom na stejné straně dimeru 




PDC-109 preferenčně váže na cholin-lipid bohaté domény, obsahující 12-15 lipidů na 
molekulu proteinu [42,52,55]. Na obr. 1.3b je znázorněn model navázaného dimeru 
PDC-109 na membránu. 
 
     a)           b) 
 
 
Obr. 1.3: a) Model vazebného místa pro fosforylcholin: π-kation interakce mezi kvartérní 
cholinovou skupinou a indolovými kruhy tryptofanových residuí a interakce hydroxylových 
skupin tyrosinů a fosfátové skupiny fosforylcholinu prostřednictvím vodíkových můstků 
b) 3d model dimeru PDC-109 v interakci s vnější lipidovou vrstvou membrány, 
červenofialově jsou vyznačeny fosfátové skupiny fosforylcholinu, představující vazebná 
místa pro fosfocholinové hlavičky lipidů  
(zdroj: [42]) 
 
Interakce PDC-109 s lyso-PC je asi 250x silnější než s fosforylcholinem, s diacyl-PC ještě 
asi o 3 řády silnější než s lyso-PC, což implikuje, že zatímco pro specifitu interakce je 
klíčová cholinová skupina [51], pro sílu vazby je důležitá i hydrofobní část lipidu [56]. 
Toto je konzistentní s pozorováním, že PDC-109 redukuje pohyblivost i acylových řetězců 
až do pozice C14 při použití dimyristoylfosfatidylcholinových (DMPC) vesiklů [55]. 
Vazba na membránu zároveň redukuje pohyblivost především PC lipidů, méně PE 
a cholesterolu – asi spíš přes imobilizaci PC než přímou interakcí [57]. Fluidita membrány 
a zvýšená teplota tento efekt zvyšují [57,58].  
Bylo zjištěno, že vazba stimuluje mírný cholesterolový a fosfolipidový eflux, po 





BSP-fosfolipidy-cholesterol [59,60]. K procesu extrakce fosfolipidů dochází hlavně 
z vnější vrstvy membrány, preferenč ě s lipidy s nenasycenými nebo krátkými MK [61]. 
V malé míře i z vnitřní vrstvy membrány, tento proces je však mnohem pomalejší a je 
zřejmě umožněn díky pomalé translokaci lipidů pasivní difúzí do vnější vrstvy [61]. 
Přítomnost cholesterolu a PE extrakci brzdí, při čistém PC/SM je efekt značný [62]. 
Mechanismus efluxu není jasný, je možné, že je v něm zahrnuta agregace 
proteinu [59] a je též možné, že je různý pro cholesterolový a fosfolipidový eflux: 
cholesterolový eflux měl rapidní počátek a dosáhl maxima mnohem dřív než fosfolipidový 
eflux, jehož křivka rostla pozvolna po celou dobu inkubace [60]. Rovněž nebyla prokázána 
žádná přímá interakce PDC-109 s cholesterolem [51,63], ovšem v přítomnosti PC jsou 
generovány zmíněné komplexy [63]. Navíc byly nedávno v sekvenci PDC-109 
identifikovány CRAC domény (z angl. Cholesterol Recognition/interaction Amino acid 
Consensus) v blízkosti Trp residuí, účastnících se vazby s fosfocholinovou strukturou [64], 
a také redukce pohyblivosti cholesterolových analogů se zvyšovala se strukturní 
podobností analogu s cholesterolem, což implikuje sp cifickou přímou interakci [65]. 
Samotná doména Fn2B (PDC-109/b) není schopna stimulovat cholesterolový eflux [65], 
ačkoliv se na fosfocholinové lipidy váže – zdá se, že však nepenetruje do membrány tak 
hluboko, jako nativní PDC-109 [65].  
 
1.5.2.2 Interakce s heparinem a jinými GAG: 
 
Je známo, že BSP proteiny vážou heparin [44]. Byly identifikovány některé bazické 
aminokyseliny v PDC-109 (Arg, Lys), které jsou v interakci patrně zahrnuty [66]. Dále, 
tyto heparin vazebná místa jsou orientovaná na opačné straně proteinu, než jakou se váže 
na membránu [42]. Na obrázku 1.4 (str. 21) jsou označe y aminokyseliny, které se této 
interakce účastní. Jsou to oddělené kationické klastry, vzdálené od sebe 20-30 Å; mají 
podobnou topologii jako vazebná místa jiných GAG vázajících proteinů [42]. Vazba se zdá 
být závislá na polypeptidovém řetězci - pouze nativní protein zůstal navázán při 







Rozdělení kompletních proteinů semenné plazmy na heparinové afinitní 
chromatografii ukazuje, že v obou frakcích (heparin vázající – H+ a nevázající – H-) se 
nacházejí stejné BSP proteiny, ačkoliv v rozdílných agregačních stavech [67]. Podobný jev 
byl pozorován i u HSP-1, homologního hřebčího seminálního proteinu [30]. H+ forma 
tohoto proteinu existovala v agregované formě a lišila se od nevazebné formy 
glykosylací [30]. Na rozdíl od hřebce, v heparin nevázající frakci jsou obě glykoformy 
PDC-109 ve formě agregátů, zatímco heparin vázající frakce vykazuje polydisperzitu 
v rozmezí Mr 10000 - 60000 [30,67]. Byl navržen hypotetický mechanismus regulace 
vazby agregací, podmíně ou glykosylací [28,30]. Ten však nebyl potvrzen, neboť 
enzymatickou deglykosylací PDC-109 se polydisperzní povaha proteinu nezměnila [50]. 
Agregace v interakci však zahrnuta zřejmě je, neboť při afinitní chromatografii na 
heparinovém sloupci docházelo k eluci proteinů za takových různých podmínek, při 
kterých současně dochází k disociaci proteinu, tj. vysoká iontová síla, teplota nad 36 °C, 
přítomnost fosforylcholinu nebo 2% D-fruktosy [50,66,7] – nicméně pouze heparin 
vázající frakce byla tímto sacharidem ovlivněna [67]. 
Byla popsána interakce BSP i s jinými glykosaminoglykany (GAG): chondroitin 
sulfát, dextran sulfát, fukoidan, hyaluronová kyselina [45]. Specifita BSP k různým GAG 
může být ovlivněna rozdílnou orientací sulfátových skupin [45]. 
 
Obr. 1.4: Model navázaného 
oligomeru PDC-109 na cholin 
fosfolipidovou membránu, ba-
revně je vyznačen elektro-
statický povrchový potenciál 
proteinu. Popsány jsou amino-
kyseliny, zahrnuté v interakci 
s heparinem. 




1.5.3 Biologická funkce BSP proteinů 
 
Proteiny semenné plazmy, především BSP, participují při několika klíčových krocích 
fertilizace. Významně modulují proces tvorby oviduktálního rezervoáru, kapacitaci a 
akrosomovou reakci. Mají stimulační efekt na sekreci LH a FSH po přidání k médiu 
buněčné kultury adenohypofýzy [68]. Pokud se koinkubují společně s GnRH, dochází při 
nízké koncentraci k inhibici sekrece, při vyšší ke stimulaci; byly proto označovány jako 
„gonadotropin release stimulatory and inhibitory proteins“ [68]. 
 
1.5.3.1 Vazba na membránu spermie a lipidový eflux 
 
Při kontaktu epididymálních spermií se sekrety přídatných pohlavních žláz během 
ejakulace se BSP proteiny naváží na membránu spermie, kterou zcela pokryjí [36,55]. 
Vážou se přednostně na fosfocholinové lipidy [51], které představují 60 – 70 % 
membránových lipidů spermie [69]. Jelikož přítomnost cholesterolu inhibuje lipidový 
eflux [62], zpočátku BSP membránu stabilizují tím, že imobilizují některé lipidy [57] 
a brání tak předčasné kapacitaci. Později však postupnou extrakcí cholesterolu, která je 
rychlejší než extrakce fosfolipidů [60], dochází ke snížení poměru cholesterol/fosfolipidy, 
což membránu dále destabilizuje [60]. Je zajímavé, že v případě BSP-A3 byl fosfolipidový 
eflux slabší než u ostatních BSP [60], ale cholesterolový eflux i kapacitace stimulovaly 
BSP přibližně ve stejném rozsahu [59]. To by mohlo znamenat, že cholesterolový eflux, 
nikoliv fosfolipidový, je klíčový v procesu kapacitace (samotný BSP-A3, stejně jako 
ostatní BSP, po delší inkubaci s epididymálními spermi mi stimuluje lipidový eflux 
a kapacitaci) [59,60]. 
 
1.5.3.2 Tvorba oviduktálního rezervoáru 
 
PDC-109 a ostatní BSP proteiny hrají též klíčovou roli v procesu tvorby oviduktálního 
rezervoáru. Právě BSP jsou zodpovědné za vazbu spermie na fukosylové komponenty 
povrchu oviduktálního epitelu [43,48,70]. Tyto komponenty byly identifikovány jako 
annexiny (ANXA 1, 2, 4 a 5) [71]. Po kapacitaci schopnost vazby ztrácejí – zda v důsledku 




membránu po kapacitaci in vitro, bylo však jen nepatrně sníženo oproti nekapacitované 
spermii [34]. Po reinkubaci kapacitovaných spermií s BSP byla vazebná schopnost 
obnovena [43,48,70]. Navíc spermie inkubované s heparinem, ale s inhibicí kapacitace, 
tuto schopnost neztrácejí, což dále ukazuje, že za přerušení vazby je zodpovědná právě 
modifikace či ztráta BSP [48]. 
 
1.5.3.3 Indukce kapacitace 
 
Je známo, že Heparin, HDL (z lidského séra) a BSA mají schopnost indukovat kapacitaci 
in vitro [6,60,72]. Samotné BSP proteiny jsou také schopny in vitro stimulovat 
cholesterolový/fosfolipidový eflux [59,60], ovšem kapacitaci indukují až po relativně 
dlouhé inkubaci (6 – 8 hod), což neodpovídá fyziologickým podmínkám [59]. Nicméně 
ejakulované spermie, nebo krátce preinkubované epididymální spermie s BSP (20 min), 
jsou schopny výrazně urychlit kapacitaci indukovanou HDL či heparinem [72,73].  
HDL a albumin fungují jako akceptor cholesterolu [60,72], čímž usnadňují 
cholesterolový eflux a destabilizují tak membránu. To je zřejmě nezbytným předpokladem 
akrosomové reakce. Jelikož BSP vážou ApoA-I a komplex ApoA-I/HDL (ApoA-I je 
hlavní komponentou HDL) [46], zdá se, že tak usnadňují přesun membránového 
cholesterolu na tyto akceptory sterolů [46].  Přítomnost ApoA-I je zřejmě kritická [72]. Ve 
folikulárních tekutinách krávy (FF) byl nalezen jediný zástupce lipoproteinů - FF-HDL 
(z angl. Folicular Fluid HDL) [74]. Ten je sám o sobě schopen indukovat kapacitaci 
a  podobně jako v případě HDL, preinkubací s BSP dochází k akceleraci tohoto 
procesu [74]. Dokonce je efektivnější než HDL z lidského séra [75].  
BSA je sice schopen indukce, nicméně spíše v experimentálních podmínkách, kde 
jeho koncentrace značně převyšovala fyziologické hodnoty oviduktálního albuminu 
(OFA = Oviductal Fluid Albumin) – zatímco FF-HDL byl prokázán jako hlavní akceptor 
sterolů [75,60]. 
Mechanismus indukce kapacitace heparinem je patrně odlišný [72,76]. Interakcí 
heparinu s membránou spermie dojde k intracelulární elevaci hladiny Ca2+ a nárůstu pH, 
což je signálem ke kapacitaci [77]. Přítomnost glukosy v kapacitačním mediu in vitro 
působí inhibičně – glykolýzou generovaný laktát totiž snižuje pH [77]. Fruktosa, přítomná 




dostatečně zředěna v samičím pohlavním ústrojí [77]. BSP proteiny stimulují efekt 
heparinu podobně jako v případě HDL, vytvořením vazebných míst pro heparin [72,78]. 
FF, pokud neobs. FF-HDL, indukují kapacitaci pouze po preinkubaci s BSP, 
pravděpodobně interakcí s heparinu podobnými glykosaminoglykany, které jsou zde 
přítomny [74,79]. Folikulární tekutiny krávy obsahují dva glykosaminoglykany (FF-GAG): 
heparan sulfát a chondroitin sulfát B [79]. Silně interagují s BSP proteiny a rovněž 
indukují kapacitaci, přičemž rozhodující efekt má heparan sulfát [80]. 
 
1.5.3.4 Další funkce BSP 
 
BSP proteiny mají inhibiční efekt na fosfolipasu A2 (PLA2) z lidského séra [80]. Seminální 
PLA2, která produkcí fúzogenních lysolipidů hraje klíčovou roli při modifikacích 
membrány v průběhu fertilizace, je kolokalizována s BSP na povrchu buňky [80]. Při 
použití PC lipidů jako substrátu byla inhibice nejvýraznější [80]. Není jasné, zda je efekt 
způsoben vazbou lipidů na BSP a tím jejich protekcí, nebo přímou interakcí BSP s PLA2, 
ovšem fakt, že při použití prasečí pankreatické PLA2 byla preferenčně inhibována 
hydrolýza PE lipidů [80], se kterými BSP příliš neinteragují [51], hovoří spíše pro přímou 
interakci [80]; nicméně oba mechanismy mohou být zahrnuty. Po odsunu BSP se téměř 
nedetekovatelná aktivita enzymu zvýšila více než 100x [80]. Mohla by to být další 
regulační funkce BSP v procesu fertilizace, v souvislosti s jejich odsunem v pozdějších 
fázích pobytu spermie v samičím genitálním traktu [80]. 
Dále bylo zjištěno, že PDC-109 má stimulační účinek na Ca2+-ATPasu – enzym 
kritický pro kontrolu hladiny vápníku a spojovaný s motilitou [81]. Vazba PDC-109 
motilitu zvyšuje, pravděpodobně stimulací Ca2+-ATPasy. Efekt se přestal projevovat 
při 41 °C nebo při pH pod 6,5 a nad 8,5 [81]. Tyto podmínky by mohly souviset se změnou 
agregačního stavu [81]. 
Vazba spermie a proteinů semenné plazmy ke glykoproteinům zony pellucidy (ZP) 
byla inhibována mannanem a D-mannosou [49]. Proteiny semenné plazmy vázající 
ZP-glykoproteiny rovněž vázaly mannan a mannosu a zdá se, že vazebná místa pro 
mannosu jsou zahrnuta v interakci spermie se ZP [49]. Byla vyslovena hypotéza, že 
nekapacitované spermie obsahují vazebná místa pro fuk su a po kapacitaci dojde 
k remodelaci membrány a/nebo odsunu semenné plazmy, kdy tato místa zaniknou 




mannosu, která spermii umožní vázat se na zonu pellcidu [82]. Mezi proteiny hlavní 
mannan vázající frakce byl identifikován PDC-109 [4]. 
 
BSP jsou tedy multifunkční proteiny, hrající in vivo podstatnou úlohu ve fertilizaci. 
Působí zároveň jako dekapacitační faktor tím, že stabilizují membránu a zabraňují tak 
předčasné kapacitaci, zároveň pak vazbou na oviduktální epitel a interakcí s faktory, 
přítomnými v oviduktálních a folikulárních tekutinách (FF-GAGs, FF-HDL, OFA) 
kapacitaci indukují. Dále zřejmě zasahují do regulace motility a mohou se účastnit 
i pozdějších fází, vedoucích k akrosomové reakci (inhibice PLA2, interakce se ZP). 
Po delší inkubaci spermií in vitro s proteiny semenné plazmy mají BSP škodlivý 
efekt (rozrušení membrány) – to však není fyziologicky relevantní. Pro uchovávání spermií 
se proto používá vaječný žloutek [83], který obsahuje lipidovou frakci, jež BSP proteiny 
zcela vyváže [83], navíc inkorporuje jisté lipidy do membrány spermie, čímž jí ještě dále 
stabilizuje [83].  
Ve všech ohledech se zdá, že BSP proteiny působí spíše synergicky než aditivně 
a důvod sekrece čtyř podobných proteinů není zcela zřejmý [39,43]. Ačkoliv vazebná 
místa na Fn2 doménách jsou vysoce konzervovaná mezi BSP proteiny [29,34,37], 
některými parametry se liší: N-terminálními doménami [29,34,37], glykosylací 
[28,34,38,39], povrchovými potenciály [43], kyselostí (BSP-30kDa má výrazně nižší pI – 
3,9 – 4,6) [26], schopností vyvolat lipidový eflux [60], vazebnými vlastnostmi (např. 
trochu rozdílná lipidová specifita BSP-30-kDa [51]), agregačními stavy [28].  
Je možné, že tyto drobné rozdíly zvyšují adaptabilitu spermie na variabilní 
podmínky v genitálním traktu různých samic [43]. Je též možné, že každý z těchto proteinů 
hraje individuální roli – např. vysoké hodnoty BSP-30-kDa v semenné plazmě [22] 
a vysoký obsah BSP-A3 v membráně spermie [24] byly v záporné korelaci s fertilitou. 
Nicméně většina experimentálních výsledků in vitro (lipidový eflux, indukce kapacitace, 









1.5.4 Agregace BSP proteinů 
 
 
Za fyziologických podmínek existují BSP proteiny v agregovaných formách, za tuto 
tendenci je pravděpodobně zodpovědný PDC-109 [28]. Zatímco BSP-A3 byl na gelové 
chromatografii eluován vždy ve frakci odpovídající molekulové hmotnosti okolo 20 kDa, 
BSP-A1/-A2 byl eluován v agregátech 60 – 120 kDa [28]. Vysoká iontová síla, přítomnost 
fosforylcholinu a EDTA způsobují disociaci, zvláště pak jejich kombinace [50]. Rovněž 
při pH 3 nebo v 8M močovině protein neagreguje [28]. Přítomnost D-fruktosy posouvala 
rovnováhu směrem k nižším Mr, tento efekt sílil s délkou inkubace [67]. Disociace je 
doprovázena lehce zvýšeným obsahem otáček na úkor neuspořádané struktury společně se 
zpřístupněním peptidických vazeb solventu a změnou v okolí Trp a Tyr residuí [50]. 
Předpoklad, že glykosylace může hrát v tomto procesu roli [28] však nebyl potvrzen, neboť 
i po enzymatické deglykosylaci protein vykazoval stále stejnou polydisperzitu [50].  Při 
teplotách nad 36°C a 55°C byly pozorovány strukturní přechody. V prvním případě to 
může souviset se změnou rovnováhy oligomer/monomer [50], v druhém případě se 
























1.6 Cíl práce 
 
Fertilizace je komplexní proces, jehož správný průběh je nezbytným předpokladem pro 
úspěšnou reprodukci vyšších organismů. Detailní studium mechanismů tohoto procesu 
přináší nejenom zajímavé výsledky po stránce teoretické, ale především má praktický 
přínos, např. v rámci řešení problémů neplodnosti či chovu hospodářských zvířat.  
Seminální proteiny mají u savců, včetně býka, zásadní význam v procesu fertilizace. 
Vliv polydisperzní povahy proteinů býčí semenné plazmy (BSP), především její hlavní 
komponenty PDC-109, na jejich funkci však zatím nebyl o jasněn.  
 V předkládané práci se pokusím prohloubit naše znalosti o agregaci proteinů býčí 
semenné plazmy a navázat tak na svou bakalářskou práci [101]. 
 
 
Cíle diplomové práce:  
 
- purifikovat PDC-109 ze směsi BSP pomocí afinitní chromatografie 
 
- prozkoumat vliv fyzikálních parametrů (koncentrace, pH, iontová síla) a 
přítomnosti nízkomolekulárních látek (ionty, cukry) na agregaci BSP a PDC-109 
metodou gelové chromatografie 
 
- deglykosylačními experimenty zhodnotit vliv glykosylace na agregaci PDC-109  
 
- analyzovat jednotlivé frakce BSP a PDC-109, získané jejich separací gelovou 
chromatografií, pomocí SDS a RN elektroforézy a gelové chromatografie 
 
- metodou ELBA sledovat vliv výše uvedených faktorů na interakce BSP, PDC-109, 
resp. jejich frakcí, s biotinylovanými deriváty zvolených látek (simulujícími nativní 
interakce v průběhu fertilizace) a porovnat s výsledky gelové chromatografie 
 
- pomocí fluorescenční mikroskopie zkoumat vazbu značeného PDC-109 a jeho 





2. Materiál a metody 
 
2.1 Materiál 
2.1.1 Biologický materiál 
 
Býčí ejakuláty byly získány darem (Natural s.r.o., Hradištko pod Medníkem a výzkumný 
ústav veterinárního lékařství (VUVel), Brno). Proteiny býčí semenné plazmy byly získány 
centrifugací ejakulátů, dialýzou supernatantu proti destilované vodě a následným 
zamražením a lyofilizací.  
Biotinylované deriváty mannanu, heparinu, lyofilizátu tekutin kravského oviduktu, 
lyofilizátu tekutin kravské dělohy, chondroitin sulfátu a fosforylcholinu byly při raveny 





Akrylamid - Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
Avidin-křenová peroxidasa - Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
2,2’-azino-bis(2-ethylbenzthiazolin-6- 
sulfonová kyselina) 
- Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
Bis-Tris - Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
β-galaktosidasa - Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
Blue Dextran - Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden 
Bromfenolová modř - Lachema, Brno, ČR 
Bovine Serum Albumin - Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
Citronan trisodný - Lachema, Brno, ČR 
Coomassie Brilliant Blue G-250 - Serva, Heidelberg, Německo 
Coomassie Brilliant Blue R-250 - Serva, Heidelberg, Německo 
DEAE-Sephadex A-25 - Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden 
Dihydrogenfosforečnan sodný - Lachema, Brno, ČR 
Dodecylsulfát sodný - Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 




Ethanol - Lachema, Brno, ČR 
Fenol - Biedel-De Haën AG, Seezle-Hannover, 
Německo 
Fluorescein isothiokyanát - Serva, Heidelberg, Německo 
Formaldehyd - Lachema, Brno, ČR 
Fosforylcholin - Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
L-fukosa - Serva, Heidelberg, Německo 
D-fruktosa - Lachema, Brno, ČR 
D-galaktosa - Serva, Heidelberg, Německo 
β-galaktosidasa - Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
Gelatin from Porcine Skin - Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
D-glukosa - Lachema, Brno, ČR 
Glutaraldehyd - Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
Glycerol - Lachema, Brno, ČR 
Glycin - Reanal, Budapešť, Maďarsko 
Hexosaminidasa - Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
Hydrogenfosforečnan sodný - Lachema, Brno, ČR 
Hydrogenfosforečnan uhličitý - Lachema, Brno, ČR 
Chlorid hořečnatý - Lachema, Brno, ČR 
Chlorid manganatý - Lachema, Brno, ČR 
Chlorid sodný - Lachema, Brno, ČR 
Chlorid vápenatý - Fluka, Buchs, Švýcarsko 
myo-Inositol - Serva, Heidelberg, Německo 
Kyselina ethylendiamintetraoctová - Serva, Heidelberg, Německo 
Kyselina citronová - Lachema, Brno, ČR 
Kyselina fosforečná - Lachema, Brno, ČR 
Kyselina chlorovodíková - Lachema, Brno, ČR 
Kyselina iodistá - Feinchemie, Sebnitz, Německo 
Kyselina octová - Lachema, Brno, ČR 
Kyselina sírová - Penta, Chrudim, ČR 




Lysozym (kopolymer)  - dar (katedra biochemie PřF UK) 
D-mannosa - Fluka, Buchs, Švýcarsko 
Merkaptoethanol - Loba Chemie, Fishamend, Rakousko 
Methanol - Lachema, Brno, ČR 
N-hydroxysukcinimidobiotin - Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
N,N-dimethylformamid - Lachema, Brno, ČR 
N,N‘-methylenbisakrylamid - Serva, Heidelberg, Německo 
N, N, N’, N’- tetramethylethylendiamin - Serva, Heid lberg, Německo 
Neuraminidasa - Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
Octan sodný - Lachema, Brno, ČR 
Ovalbumin - dar (praktika biochemie PřF UK) 
Perboritan sodný - Lachema, Brno, ČR 
Persíran amonný - Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
Ponceau R - Loba-Feinchemie, Wien-Fischamend, Rakousko 
Sephadex G-150 - Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden 
Síran sodný - Lachema, Brno, ČR 
Síran zinečnatý - Lachema, Brno, ČR 
Thiosíran sodný  - Lachema, Brno, ČR 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan - Serva, Heidelberg, Německo 
Triton X-100 - Serva, Heidelberg, Německo 
Trypsin inhibitor - Serva, Heidelberg, Německo 
Tween 20 - Serva, Heidelberg, Německo 
Uhličitan sodný - Lachema, Brno, ČR 
 
 
2.1.3 Ostatní materiál 
 
Mikrotitrační polystyrenové destičky 
pro ELBA testy  







2.2.1 Purifikace PDC-109 na DEAE-Sephadexu A-25 
 
Roztoky:  
A: 1M NaCl, 25mM Tris, pH 6,4 
B: 1M NaCl, 25mM Tris, 10mM fosforylcholin, pH 6,4 
PBS: 9 g NaCl, 0,2 g NaH2PO4 · 2 H2O, 1,2 g Na2HPO4 · 12 H2O do 1000 ml, pH 7 
 
Purifikace PDC-109 byla provedena na základě metody popsané v [84]. Na sloupec 
DEAE-Sephadexu A-25 (2,5 x 7,5 cm), ekvilibrovaný roztokem A, bylo naneseno 
100 mg BSP, rozpuštěného v 10 ml tohoto roztoku, kterým byla poté eluována 
nenaadsorbovaná frakce až do poklesu A280 pod 0,03. Navázaná frakce byla pak eluována 
roztokem B. Po poklesu A280 pod 0,03 byla kolona znovu evilibrována roztokem A a celý 
postup byl opakován. Takto bylo purifikováno PDC-109 z celkem 1200 mg BSP; spojené 
frakce byly poté dialyzovány proti destilované vodě, zamraženy a lyofilizovány.  
Pro purifikaci PDC-109 z jednotlivých frakcí BSP bylo provedeno 5 separací BSP 
gelovou chromatografií (s nánosy 40 mg) a spojené frakce odpovídající píkům I, II a III 
(viz kap. 3.2, str. 43) byly poté zasoleny na odpovídající iontovou sílu roztoku A. Následně 
byly naneseny na kolonu DEAE-Sephadexu A-25, která byla ekvilibrována roztokem A. 
Elucí roztokem B byly získány frakce PDC-109, které byly následně dialyzovány proti 
PBS a použity pro další experimenty.  
 
2.2.2 Gelová chromatografie 
 
Roztoky:  
PBS: 9 g NaCl, 0,2 g NaH2PO4 · 2 H2O, 1,2 g Na2HPO4 · 12 H2O do 1000 ml, pH 7 
TBS: 7,6 g NaCl, 2,4 g Tris do 1000 ml, pH 7 
 
Pro účely analýzy velikosti agregátů BSP a PDC-109 (v závislosti na složení elučního 
roztoku) a separaci jednotlivých frakcí byla použita gelová chromatografie na sloupci 




byl sloupec vždy ekvilibrován příslušným roztokem. Složení těchto roztoků je uvedeno 
v tab. 2.1. Koncentrace některých látek, jež se vyskytují nativně v semenné plazmě 
(a jejichž případný efekt na agregaci BSP nás zajímal), byly stanoveny na základě 
fyziologických hodnot, vyhledaných v literatuře (tab. 2.1).  
 
Tab. 2.1: Složení roztoků pro gelovou chromatografii 
 
Sledovaný faktor Složení elučního roztoku 
Koncentrace proteinu [35] PBS 
pH [28] PBS, pH 7 nebo upraveno na 5,5, resp. 8,5 
Iontová síla [50] 75, 150, 600 a 1200mM NaCl, pH 7 
Absence volných dvojmoc. kat. [50] 1mM EDTA v TBS, pH 7 
Přítomnost citrátu [85] 30mM citronan trisodný ve 120mM NaCl, pH 7 
Přítomnost Ca2+  [85-87] 11mM CaCl2 + 1mM EDTA v TBS, pH 7 
Přítomnost Mg2+  [85-87] 4,3mM MgCl2 + 1mM EDTA v TBS, pH 7 
Přítomnost Mn2+ [87] 0,4mM MnCl2 + 0,2mM EDTA v TBS, pH 7  
Přítomnost Zn2+ [88] 0,6mM ZnSO4 + 0,3mM EDTA v TBS, pH 7  
Přítomnost D-glukosy [86,89] 1,5 mg/ml D-Glc v PBS, pH 7  
Přítomnost D-fruktosy [85] 5 mg/ml D-Fru v PBS, pH 7  
Přítomnost D-Gal*  1 mg/ml D-Gal v PBS, pH 7 
Přítomnost D-Man*  1 mg/ml D-Man v PBS, pH 7 
Přítomnost L-Fuc* 1 mg/ml L-Fuc v PBS, pH 7 
Přítomnost myo-inositolu [89] 0,35 mg/ml Ins v PBS, pH 7 
Přítomnost fosforylcholinu**  [50]  10mM PrC v TBS, pH 7 
Přítomnost merkaptoethanolu***  PBS (1% ME pouze ve vzorku) 
Ostatní (např. deglykosylace) PBS 
V tabulce je uvedeno složení elučních roztoků pro jednotlivé experimenty (sledovaný faktor 
= faktor, jehož vliv na agregaci BSP, resp. PDC-109 jsme sledovali). Pro látky, které se 
vyskytují nativně v semenné plazmě býka a/nebo byly zkoumány v jiných studiích 
(v souvislosti s agregací BSP) jsou uvedeny odkazy n  literaturu, na základě které byly 
stanoveny koncentrace těchto látek v našich experimentech 
* Jelikož nebyla příslušná fyziologická koncentrace v literatuře nalezena, byla hodnota 
zvolena arbitrárně (s ohledem na podobnou D-glukosu, jejíž fyziologická koncentrace je 
známa) 
** Simulace vazby proteinu na fosfocholinové lipidy 




Vzorky (proteiny, rozpuštěné v daném roztoku), byly nanášeny v objemech 
0,2 - 2 ml na kolonu (po odstranění případného peletu centrifugací). Frakce byly jímány do 
zkumavek po 28 kapkách (cca 1,5 ml) kolektorem zn. BioRad. Absorbance jednotlivých 
frakcí byly proměřeny na spektrofotometru Heλios (Thermo Electron Corporation) při 
280 nm. Objem každé frakce byl stanoven z rozdílu váhy zkumavky před a po jímání 
s přesností 0,1 g (za předpokladu hustoty elučních roztoků ρ ≈ 1 g / ml). Ze získaných 
údajů byl sestrojen graf závislosti absorbance na elučním objemu. Kalibrace pro určení 
relativních molekulových hmotností z elučních grafů byla provedena pomocí standardů 
o známých Mr, a to BSA (Mr 67000), ovalbuminu (Mr 45000), lysozymu (Mr 14500) 
a bromfenolové modři (M r 670 – A měřena při 600 nm). Kalibrační graf byl sestrojen 
vynesením lineární závislosti logaritmů Mr na elučních objemech daných standardů. Pro 
zjištění zádržného objemu byl použit Blue Dextran. 
 
2.2.3 Biotinylace BSP a PDC-109 
 
BSP a PDC-109 byly biotinylovány dle metody popsané v [90]. Roztok 50 mg proteinu 
v 5 ml 0,5M NaHCO3 byl smíchán s roztokem 1 mg NHS-biotinu v 50 µl DMF. Poté byla 
směs jemně třepána na třepačce po dobu 30 min. Produkt byl nakonec dialyzován proti 
destilované vodě, zamražen a lyofilizován. 
 
2.2.4 Značení PDC-109 fluorescein-thioisokyanátem (FITC) 
 
Roztoky:  
A: 10 mg FITC barviva v 0,5 ml DMF a 4 ml ethylenglykolu 
 
Na základě metody popsané v [91] bylo provedeno značení PDC-109 fluorescein-
thioisokyanátem. PDC-109 (25 mg) bylo rozpuštěno ve 4 ml bikarbonátového pufru pH 8,5. 
Poté bylo přidáno 200 µl roztoku A. Výsledný roztok byl třepán na třepačce v lednici při 
4 °C po dobu 1 hod. Poté bylo přidáno dalších 200 µl roztoku A a opět třepáno 1 hod 
v lednici. Tento krok byl zopakován ještě 2x (celkový objem přidaného roztoku A byl 
800 µl). Poté byl roztok dialyzován proti vodovodní vodě s přídavkem ½ lžičky aktivního 
uhlí. Dále pak proti PBS při 4 °C. Na kolonu Sephadexu G-150 ekvilibrovanou v PBS pak 




vzorkem zředěny pomocí PBS na koncentraci 0,2 mg proteinu / ml a uchovány pro účely 
fluorescenční mikroskopie.  
 
2.2.5 Enzymatická deglykosylace PDC-109 
 
Enzymatická deglykosylace [92] byla provedena pomocí následujících glykosidas: 
 
- neuraminidasa (C. perfringens) 
- β-galaktosidasa (E. coli) 
- hexosaminidasa (A. niger) 
 
Roztoky:  
PBS: 9 g NaCl, 0,2 g NaH2PO4 · 2 H2O, 1,2 g Na2HPO4 · 12 H2O do 1000 ml, pH 7 
 
Pro enzymatickou desializaci bylo 10 mg PDC-109 rozpuštěno ve 2 ml 0,1M acetátového 
pufru (pH 5,8) s nepatrným přídavkem NaN3. Poté byla přidána neuraminidasa v množství 
0,025 U. Po 24 hod inkubace při 37 °C byl vzorek zamražen a uchován pro další 
experimenty. 
Pro sekvenční deglykosylaci bylo rozpuštěno 6 mg PDC-109 ve 2 ml PBS (pH 6) 
s nepatrným přídavkem NaN3 a inkubováno s neuraminidasou v množství 0,025 U. Po 
12 hod inkubace při 37 °C byla přidána β-galaktosidasa v množství 0,700 U společně 
s MgCl2 do výsledné koncentrace 10mM (Mg
2+ je kofaktor enzymu) a vzorek byl 
inkubován dalších 12 hod při 37 °C. Poté byla přidána hexosaminidasa a vzorek byl 











2.2.6 ELBA (Enzyme-Linked Binding Assay) 
 
Metoda ELBA byla použita pro sledování interakce BSP a PDC-109 s biotinylovanými 
deriváty vybraných látek dle tab. 2.2 za různých podmínek. Byla provedena s použitím 
mikrotitračních polystyrenových 96jamkových destiček (NUNC, Dánsko).  
 
Tab. 2.2: Přehled vybraných biotinylovaných derivátů použitých pro metodu ELBA  
 
Biotinylovaný derivát Simulovaná nativní interakce BSP, resp. PDC-109 
Mannan s mannosylovými receptory zony pellucidy 
Heparin  s heparinem a heparinu podobnými glykosaminoglykany  
Látky tekutin oviduktu s proteiny/GAG, obs. v tekutinách oviduktu 
Látky tekutin dělohy  s proteiny/GAG, obs. v tekutinách dělohy 
Fosforylcholin s fosfocholinovými lipidy membrány spermie 
Chondroitin sulfát s jiným GAG než heparinem 
BSP s BSP 
PDC-109 s PDC-109  
 
Roztoky:  
A: 1% BSA v PBS 
B: 1% glutaraldehyd v dest. vodě 
C: 0,1% TWEEN v PBS 
D: 1 mg ABTS, 10 mg NaBO3.4H2O do 12 ml 0,1M citrát-fosfátového pufru pH 4,6 
PBS: 9 g NaCl, 0,2 g NaH2PO4 · 2 H2O, 1,2g Na2HPO4 · 12 H2O do 1000 ml, pH 7 
TBS: 7,6 g NaCl, 2,4 g Tris do 1000 ml, pH 7 
 
Destička byla nejprve aktivována roztokem A (100 µl/jamka) po dobu 1 hod za jemného 
třepání. Pak byla 3x promyta PBS (200 µl/jamka) během 10 min. Poté byl přidán roztok B 
(100 µl/jamka) a reakce probíhala za jemného třepání 1 hod. Destička pak byla 4x promyta 
destilovanou vodou během 2 hod (200 µl/jamka). Po promytí byl aplikován 
nebiotinylovaný vzorek v koncentraci 1 mg/ml PBS (100 µl/jamka); pro snížení rizika 
náhodné chyby byl každý vzorek nanášen 3x. Inkubace probíhala po dobu 1 hod. 




skupiny glutaraldehydu desaktivovány pomocí roztoku A (100 µl/jamka; 1 hod). Pak byla 
destička znovu 3x promyta roztokem C (200 µl/jamka; 10 min). Následně byl aplikován 
biotinylovaný derivát vybrané látky dle tab. 2.2 (str. 35) v koncentraci 1 mg/ml 
v příslušném roztoku dle tab. 2.1 na str. 32 (v případě cukrů, inositolu a iontů byly použity 
též 5x vyšší, resp. 5x nižší koncentrace těch o látek; v případě CaCl2 v 5x vyšší 
koncentraci byl použit 2x zředěný TBS pro korekci iontové síly; 100 µl/jamka; 1 hod) 
a destička byla opět 3x promyta roztokem C (200 µl/jamka; 10 min). Poté byl nanesen 
roztok avidin peroxidázy (avidin-HRP) o koncentraci 0,25 mg/ml PBS (100 µl/jamka; 
1 hod) a následovalo další promytí roztokem C. Nakonec byl aplikován substrát pro 
avidin-HRP (roztok D). Průběh reakce byl detekován na spektrofotometru SUNRISE 
(TECAN) měřením absorbance při 405 nm (zelená barva produktu). Výsledky byly 




Pro analýzu frakcí BSP, získaných separací gelovou chromatografií, a PDC-109, 
purifikovaného z těchto frakcí, byla použita diskontinuální elektroforéza v polyakryl-
amidovém gelu v přítomnosti SDS dle Laemliho [93]. 
 
Roztoky: 
A: Roztok akrylamidu: 29,2 g AA, 0,8 g bis(AA) do100 ml H2O 
B: 1,5M Tris.HCl, pH 8,3 
C: 0,5M Tris.HCl, pH 6,8 
D: Elektrodový pufr (4x konc.): 15 g Tris, 72 g glycinu, 5 g SDS do 1000 ml, pH 8,3 
E: 4% zaostřovací gel: 1500 µl H2O + 625 µl C + 325 µl A + 25 µl 10% SDS + 40 µl 0,1% 
bromfenolové modři; těsně před aplikací přidáno 3,8 µl TEMED + 35 µl 10% APS 
F: 12% separační gel: 4 ml A + 2,5 ml B + 3,5 ml H2O + 0,1 ml 10% SDS; těsně před 
aplikací přidáno 4,5 µl TEMED + 40 µl 10% APS 
G: 15% separační gel: 5 ml A + 2,5 ml B + 2,5 ml H2O + 0,1 ml 10% SDS; těsně před 
aplikací přidáno 4,5 µl TEMED + 40 µl 10% APS 
H: Vzorkový pufr neredukující: 7 ml H2O + 2 ml C + 3,4 ml glycerolu + 3 ml 10% SDS + 




S pomocí aparatury zn. BioRad byl připraven gel: roztok F nebo G (podle toho, zda jsme 
chtěli 12% nebo 15% gel) byl nalit mezi skla a zalitý dest. vodou ponechán zpolymerovat 
(asi 0,5 hod). Poté byl aplikován roztok E, přičemž byl zasunut hřeben pro tvorbu jamek. 
Po polymeraci (asi 10 min) byl hřeben opatrně vysunut, aparatura byla vložena do vany 
a do katodového i anodového (zde po okraj) prostoru byl nalit roztok D. Vzorky 
a standardy (kopolymer lysozymu, BSA) byly rozpuštěny v roztoku H, krátce povařeny na 
vodní lázni a v množství odpovídajícímu 1-10 µg proteinu byly následně aplikovány do 
jamek v gelu. Elektrody byly připojeny ke zdroji napětí (přístroj ElectrophoresisConstant 
Power Supply 3000/150, Pharmacia) a nastaveno počáteční napětí 70 V. Poté, co proteiny 
dosáhly separačního gelu, bylo napětí zvýšeno na 130 V a ponecháno až do konce 
elektroforézy (1 - 2 hod). Nakonec byla aparatura odpojena, gel vyjmut (odříznut 
zaostřovací gel) a použit pro další zpracování analytickými metodami, popř. byl použit pro 
želatinovou zymografii. 
 
2.2.8 RN-PAGE (Red Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
 
Pro analýzu frakcí BSP, získaných separací gelovou chromatografií, a PDC-109, 
purifikovaného z těchto frakcí, byla použita červená nativní elektroforéza v polyakryl-
amidovém gelu v přítomnosti barviva Ponceau RR [94-96]. 
 
Roztoky: 
A: Roztok akrylamidu: 29,2 g AA, 0,8 g bis(AA) do 100 ml H2O 
B: Anodový pufr: 50mM Bis-Tris/HCl, pH 7 
C: Katodový pufr: 50mM Tricin, 15mM Bis-Tris/HCl, 0, 12% Ponceau RR, pH 7 
D: Vzorkový pufr: 50mM Bis-Tris/HCl, 20% glycerol, 0,02% Ponceau RR, pH 7 
E: 3% Zaostřovací gel: 1500 µl H2O + 625 µl B + 325 µl A + 29,4 µl 1% Ponceau RR; 
těsně před aplikací přidáno 3,8 µl TEMED + 35 µl 10% APS 
F: 10% Separační gel: 3,3 ml A + 2,5 ml B + 4,2 ml H2O + 0,12 ml 1% Ponceau RR; těsně 
před aplikací přidáno 4,5 µl TEMED + 40 µl 10% APS 
 
S pomocí aparatury zn. BioRad byl připraven gel: roztok F byl nalit mezi skla a zalitý 
vodou ponechán zpolymerovat (asi 1 hod). Poté byl aplikován roztok E, přičemž byl 




aparatura byla vložena do vany a do katodového i anodového (zde po okraj) prostoru byl 
nalit roztok C. Vzorky a standard (BSA) v množství 1-10 µg proteinu v roztoku D byly 
následně aplikovány do jamek v gelu. Elektrody byly připojeny ke zdroji napětí (přístroj 
ElectrophoresisConstant Power Supply 3000/150, Pharmacia) a nastaveno počáteční napětí 
70 V. Po dosažení separačního gelu proteiny (cca 30 min) bylo napětí zvýšeno na 130 
V a ponecháno až do konce elektroforézy (cca 2 hod). Aparatura byla odpojena, gel vyjmut 
(odříznut zaostřovací gel) a dále analyzován. 
 
2.2.9 Detekce proteinů v gelu po elektroforéze - barvení CBB 
 
Roztoky: 
A: 0,5 g CBB, 450 ml metanolu + 100 ml kys. oct. + 450 ml H2O 
B: 250 ml metanolu + 100 ml kys. oct. + 650 ml H2O  
 
Gely z elektroforézy byly nejprve inkubovány 2 hod v roztoku A. Následovalo odbarvení 
v roztoku B. Odbarvené a vodou omyté gely byly nakonec zataveny v celofánu. 
 
2.2.10 Detekce proteinů v gelu po elektroforéze - barvení stříbrem  
Roztoky: 
A: 120 ml kys. oct. + 500 ml ethanolu + 500 µl 35% formaldehydu 
B: 20% ethanol 
C: 0,02% Na2 S2O3 
D: 2g AgNO3, 760 µl 35% formaldehydu do 1000 ml H2O 
E: 60g Na2CO3, 4 mg Na2 S2O3, 500 µl 35% formaldehydu do 1000 ml H2O 
F: 12% kys.octová 
 
Barvení gelů stříbrem pro detekci proteinů bylo provedeno dle [97]. Gely z elektroforézy 
byly nejprve 2 hod inkubovány ve fixačním roztoku A, následně promyty 3x během 
20 min roztokem B. Poté byly na 2 min ponořeny do senzitivizujícího roztoku C, krátce 
promyty v dest. vodě a barveny 20 min v roztoku D. Po krátkém opláchnutí dest. vodou 
byly vyvolány v roztoku E. Po dosažení požadovaného vzhledu byla reakce terminována 




2.2.11 Detekce glykoproteinů v gelu po elektroforéze - barvení stříbrem 
 
Roztoky: 
A: 20% roztok TCA 
B: 1% roztok HIO4 
C: 230 ml Ethanolu + 770 ml H2O 
D: 0,02% Na2 S2O3 
E: 0,2% roztok AgNO3   
F: 60 g Na2CO3, 4 mg Na2 S2O3, 500 µl 35% formaldehydu do 1000 ml H2O 
G: 12% kys. octová 
 
Po proběhnutí elektroforézy byly gely nejprve 30 min fixovány v roztoku A a poté 30 min 
oxidovány v roztoku B. Po promytí (4x během 20 min) roztokem C byly gely ponořeny do 
senzitivizujícího roztoku D a znovu promyty, 3x během 20 min, roztokem B. Poté byly na 
2 min ponořeny do senzitivizujícího roztoku C, krátce promyty v dest. vodě a barveny 
60 min v roztoku E. Po krátkém opláchnutí dest. vodou byly vyvolány v roztoku F. Po 
dosažení požadovaného vzhledu byla reakce terminována roztokem G, gely opláchnuty 
a  zataveny do celofánu. 
 
2.2.12 Želatinová zymografie  
 
Roztoky: 
A: 50mM Tris/HCl, 5mM CaCl2, pH 8,4  
B: 50mM Tris/HCl, 5mM CaCl2, 5mM EDTA, pH 8,4 
C: 50mM Tris/HCl, 5mM CaCl2, trypsin inhibitor (1 mg/ml), pH 8,4  
 
Želatinová zymografie pro detekci proteasové aktivity preparátu byla provedena dle 
metody popsané v [98]. Postupem popsaným v kap. 2.2.7 (str. 36) byly připraveny dva 
12% gely – s přídavkem a bez přídavku 0,15% želatiny. Proteinový preparát byl nanáše  
v neredukujícím pufru v množství 10 µl na gel obs. želatinu. Na druhý gel byl nanesen 
kopolymer lysozymu jako marker Mr. Po skončení SDS-elektroforézy byl gel neobsahující 
želatinu barven pomocí CBB. Gel obs. želatinu byl během 1 min 3x promyt dest. vodou. 




doby byl promývací roztok 4x vyměněn. Poté byl znovu promyt 3x během 1 min 
a rozříznut na tři části (tak aby každá obsahovala 2 dráhy s proteinovým preparátem) 
a jednotlivé fragmenty byly inkubovány v roztocích A (bez inhibitoru), resp. B 
(s inhibitorem metaloproteas), resp. C (s trypsin inhibitorem), po dobu 18 hod při 37 °C. 
Nakonec byly gely propláchnuty dest. vodou a barveny pomocí CBB. Jejich srovnáním 
s gelem neobs. želatinu (marker) můžeme usuzovat na Mr případných proteas. 
 
2.2.13 Stanovení obsahu neutrálních cukrů dle Duboise 
 
Byl stanoven obsah neutrálních sacharidů le Duboise [99] BSP frakcí z gelové 
chromatografie a PDC-109, purifikovaného z těchto frakcí (koncentrace proteinu v 
rozmezí 0,2 – 0,5 mg/ml) K 1 ml vzorku s neznámým obsahem neutrálních sacharidů bylo 
z dávkovací lahve přidáno 0,5 ml 5% roztoku fenolu a dále 2,5 ml koncentrované kyseliny 
sírové. Po protřepání byly směsi ponechány stát při laboratorní teplotě cca 30 min. Byla 
změřena absorbance proti prázdné kontrole (1 ml PBS + 0,5 ml 5% fenolu + 2,5 ml kys. 
sírové) při 490 nm. Ke kalibraci byla použita D-glukosa v sadě koncentrací (0, 0,025, 
0,0125, 0,00625, 0,003125, 0,00156, 0,000781, 0,00039 mg/ml). 
  
2.2.14 Stanovení koncentrace proteinů dle Bradfordové 
 
Koncentrace proteinů byla stanovena metodou dle Bradfordové [100]. 
 
Roztoky: 
A: činidlo Bradforové: 0,01 g Coomassie Brilliant Blue G250, 5 ml 96% ethanolu + 10 ml 
85% kyseliny fosforečné, doplnit do 100 ml vodou 
 
K 0,1 ml vzorku s neznámým obsahem proteinu bylo přidáno 5 ml roztoku A. Po 5 min 
stání při laboratorní teplotě byla změřena absorbance při 595 nm. Ke kalibraci byl použit 










2.2.15 Fluorescenční mikroskopie 
 
Metodou fluorescenční mikroskopie byla sledována interakce jednotlivých frakcí 
značeného PDC-109, získaných rozdělením na gelové chromatografii.  
Pro tento experiment byly použity spermie, získané v den experimentu. Čerstvě 
ejakulované spermie byly rozpuštěny ve fyziologickém roztoku a centrifugovány při 600 g 
po dobu 5 min. Supernatant byl odebrán a získaný pelet r suspendován ve fyziologickém 
roztoku. Uvedený postup byl ještě 2x zopakován.  
Poté byly pelety resuspendovány v 200 µl připravených vzorků (v PBS) značených 
FITC barvivem (koncentrace proteinu ve vzorcích byla 0,2 mg/ml) po dobu 10 min. 
Nakonec byl proveden nátěr na sklíčko a fluorescence byla pozorována na mikroskopu 


























3.1 Purifikace PDC-109 na DEAE-Sephadexu A25 
 
Purifikace byla provedena z celkového množství 1200 mg BSP. Výtěžek čistého PDC-109 
byl 290 mg, neadsorbovaného BSP 860 mg, tj. ztráty byly 50 mg (1200 - 290 - 860 = 50).   
Výtěžek PDC-109 představuje tedy cca 24% celkových BSP, navíc pravděpo obně 
značná část PDC-109 nebyla na koloně adsorbována (obr. 3.1a). 
Úspěšnost purifikace PDC-109 byla ověřena pomocí SDS-PAGE (obr. 3.1b). 
Dublet, který se objevuje v dráze purifikovaného PDC-109 (dráha B), odpovídá zřejmě 
glykosylované a neglykosylované formě [70]. 
 
       a)            b) 
 
 
Obr. 3.1: SDS elektroforéza (15% polyakrylamidový gel) BSP před a po afinitní 
chromatografii a) srovnání prošlé frakce s nanášeným vzorkem (BSP) - šipka označuje   
PDC-109, který se nenavázal b) srovnání navázané frakce s nanášeným vzorkem - šipka
označuje purifikovaný PDC-109; jsou vyznačeny Mr použitých standardů. 
(Lys = kopolymer lysozymu, B= navázaná frakce, NB = nenavázaná frakce, BSA = hovězí 













3.2 Srovnání BSP a PDC-109 na gelové chromatografii 
 
 
Obr. 3.2: Srovnání gelové chromatografie BSP a PDC-109; proteiny (2,5 mg) byly 
rozpuštěny v PBS pH 7 a naneseny na kolonu, ekvilibrovanou stejným pufrem. Římskými 
číslicemi jsou označeny jednotlivé frakce, uvedeny jsou též jejich zdánlivé molekulové 
hmotnosti (vypočtené z kalibrace). Absorbance byla měřena při 280 nm. Pro informaci 
o Mr je zobrazeno logaritmické měřítko, sestrojené na základě at z kalibrace kolony.  
 
 
Obr 3.2 zobrazuje chromatograf BSP, resp. PDC-109, při naneseném množství 2,5 mg. 
Frakce I představuje zádržný objem kolony a v tomto objemu putují proteiny a agregáty 
o Mr > 150000 (byl použit Sephadex G-150). Ve frakci II se vyskytují proteiny okolo 
Mr 30000 a sestávají pravděpodobně z dimeru PDC-109, v případě BSP též BSP-30 kDa. 
Frakce III odpovídá Mr okolo 13000 a představuje monomer PDC-109 a u BSP též 
BSP-A3 a aSFP. Podrobněji jsou jednotlivé frakce popsány v kapitole 3.5 (str. 61). Z grafu 
je patrný o něco nižší obsah plochy pod křivkou PDC-109 - rozdíl byl zřejmě způsoben 
poněkud horší rozpustností tohoto proteinu, purifikovaného afinitní chromatografií (před 
nanesením na kolonu bylo vždy nutné odstranit nerozpuštěný protein centrifugací). Pro 
korekci vlivu koncentrace proteinů na jejich eluční profil (srovnej kap. 3.3.1, str. 44) byly 
jednotlivé chromatografy ve všech dalších experimentech porovnávány vždy s kontrolou, 




















I  (> 150 000) II  (25 – 35 000) 




3.3 Vliv vybraných fyzikálních parametr ů na agregaci a 
vazebné vlastnosti BSP a PDC-109 
 
3.3.1 Vliv koncentrace proteinů na jejich agregaci 
 
Na obr 3.3 jsou zobrazeny eluční profily BSP z gelové chromatografie při různých 
koncentracích těchto proteinů. Na obr. 3.4a (str. 45) jsou pro lepší přehlednost znázorně y 
chromatografy při nejnižších koncentracích v podrobnějším měřítku. Je patrný posun píku 
odpovídající frakci II (viz kap 3.2, str. 43), který se při nanesení 2,5 mg objevuje při cca 
25 ml (Mr ≈ 30000), zatímco při nanesení 40 mg se objevuje už při cca 18 ml 
(Mr > 100000). Při 1,25 mg je patrný až okolo 28 ml a splývá tak téměř s píkem frakce III. 
Pozice píků, odp. frakcím I a III, se v závislosti na koncentraci nemění. U PDC-109 
(obr. 3.4b, str. 45) je vidět podobná, ačkoliv méně výrazná tendence prostředního píku. Na 
rozdíl od BSP však již při 1,5 mg zcela splývá z píkem frakce III. 
 
Obr. 3.3: Gelová chromatografie BSP při různých koncentracích proteinů; proteiny byly 
rozpuštěny v 0,5 ml PBS pH 7 a naneseny na kolonu, ekvilibrovanou stejným pufrem. Pro lepší 
znázornění je maximy prostředních píků jednotlivých chromatografů proložena křivka, která 
demonstruje posun těchto píků směrem k vyšším Mr s rostoucí koncentrací nanesených vzorků. 
Absorbance byla měřena při 280 nm. Pro informaci o Mr je zobrazeno logaritmické měřítko, 
sestrojené na základě dat z kalibrace kolony.  
* Pro korekci nelinearity závislosti A na konc. byly při A > 1 frakce proměřeny zředěné 
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Obr. 3.4: Gelová chromatogra
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3.3.2 Vliv pH na agregaci BSP a PDC
 
Obr. 3.5: Gelová chromatografie a) BSP b) PDC
byly rozpuštěny v 0,5 ml 
stejným pufrem. Absorbance byla m
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 proteiny (2,5 mg) 










Na obr. 3.5 (str. 46) je znázorněno, jaký je vliv pH roztoku na eluční profily BSP 
a PDC-109. V mírně zásaditém pH je u obou vzorků pozorován malý posun píku II 
směrem k píku III, naznačující posunutí rovnováhy monomer/dimer směrem k monomeru. 
V mírně kyselém pH je však chování BSP a PDC-109 odlišné. V případě PDC-109 se 
navíc zřetelně snižuje zastoupení frakce I, což je v souladu se závěry uvedenými v [28]. 
Pík na pozici okolo 40 ml u PDC-109 bude diskutován  kap. 3.5 na str. 61. 
 
3.3.3 Vliv iontové síly na agregaci a vazebné vlastnosti BSP a PDC-109 
 
Z obr. 3.6 a 3.7 je u obou vzorků patrný posun píku II směrem k vyšším Mr při nízké 
iontové síle. Při vysokých koncentracích NaCl dochází ke zmenšení píku I u PDC-109 
(v souladu s výsledky z [28]). Metodou ELBA byl zkoumán vliv iontové síly na interakce 
proteinů s vybranými biotinylovanými preparáty (obr. 3.8). Výrazné je zvýšení interakce 
PDC-109 s mannanem při nízké a inhibice při vysoké iontové síle. Zvýšení interakce 
PDC-109 s fosforylcholinem při vysoké iontové síle je v souladu s tím, že je PDC-109 lépe 
eluován roztokem fosforylcholinu při vyšší konc. NaCl (1M) během purifikace [50, 84]. 
 
Obr. 3.6: Gelová chromatografie BSP při různých koncentracích NaCl; proteiny (2,5 mg) 
byly rozpuštěny v příslušném roztoku NaCl a naneseny na kolonu, ekvilibrovanou stejným 
roztokem. Absorbance byla měřena při 280 nm. Pro informaci o Mr je zobrazeno 

























Obr. 3.7: Gelová chromatografie BSP při různých koncentracích NaCl; vzorky (2,5 mg) 
byly rozpuštěny v příslušném roztoku NaCl a naneseny na kolonu, ekvilibrovanou stejným 
roztokem. Absorbance byla měřena při 280 nm. Pro informaci o Mr je zobrazeno 
logaritmické měřítko, sestrojené na základě at z kalibrace kolony. 
 
       a)         b) 
 
Obr. 3.8: Síla interakce a) BSP b) PDC-109; s biotinylovanými deriváty vybraných 
vzorků při různých koncentracích NaCl; jako 100% byla zvolena příslušná interakce 
ve 150mM NaCl (1,0x).  (TO = látky z tekutin oviduktu, PrC = fosforylcholin; hodnoty 
v legendě znamenají příslušný násobek koncentrace NaCl, tj. 75mM, 150mM, 600mM). 
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3.4 Vliv p řítomnosti některých nízkomolekulárních látek na 
agregaci a vazebné vlastnosti BSP a PDC-109 
 
3.4.1 Vliv p řítomnosti Ca2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+, EDTA a citrátu na 
agregaci a vazebné vlastnosti BSP a PDC-109 
 
Jelikož byla většina experimentů prováděna v PBS, byl zkoumán možný vliv fosfátů (vyšší 
koncentrace NaH2PO4/Na2HPO4 v PBS) a Na
+ (místo NaCl použit KCl) na agregaci BSP 
pomocí gelové chromatografie. Výsledky neprokázaly žádnou signifikantní změnu 
v elučním profilu BSP v takto modifikovaných pufrech oproti PBS (nezobrazeno).  
Pro sledování vlivu iontů byl použit TBS místo PBS. Rozdíl agregačního chování 
BSP v těchto pufračních systémech je patrný ze srovnání obr. 3.2 (str. 43) a 3.11a (str. 51). 
Pík II v TBS (130mM NaCl vs. 150mM NaCl v PBS) vykazuje podobnou tendenci, jako 
při nízké koncentraci NaCl (kap 3.3.1 na str. 44). Agregační profily PDC-109 se v PBS 
a v TBS nijak výrazně neliší (srovnej obr. 3.2, str. 43 a obr. 3.11b, str. 51). 
 
Obr. 3.9: Gelová chromatografie PDC-109 v přítomnosti EDTA, citrátu a CaCl2; vzorky 
(2,5 mg) byly naneseny v TBS pH 7, obs. 1mM EDTA, resp. 11mM CaCl2 + 1mM EDTA, 
na kolonu, ekvilibrovanou stejným roztokem. Jako kontrola je zobrazen chromatograf BSP 
v TBS pH 7. Ke sledování vlivu citrátu byl použit 30mM citronan trisodný ve 120mM NaCl, 
pH 7. Absorbance byla měřena při 280 nm. Pro informaci o Mr je zobrazeno logaritmické 
























Vliv přítomnosti dvojmocných kationtů je zobrazen na obr. 3.9 – 3.11 (str. 49 – 51). 
V přítomnosti EDTA a citrátu (obr. 3.9, str. 49) je v případě PDC-109 rovnováha 
monomer/dimer značně posunuta ve prospěch monomeru (viz kap. 3.2, str. 43). 
To je v souladu s předchozími studiemi [50], nicméně na rozdíl od našeho 
experimentu se tam uvádí, že v přítomnosti EDTA se PDC-109 vyskytuje pouze ve formě 
monomeru, což může být dáno vyšší konc. EDTA v jejich experimentech (50mM [50]).  
Zároveň v přítomnosti Mg2+ a Mn2+ se efekt EDTA neprojeví (obr. 3.10), což 
naznačuje možnou aktivní roli dvojmocných kationtů při formaci dimerů (EDTA a citrát 
mají na tyto kationty chelatační účinky). V přítomnosti Ca2+ se však PDC-109 vyskytuje 
pouze ve formě monomeru (obr. 3.9, str. 49), což je opět v souladu s [50]. Zjevný rozpor 
mezi efektem Ca2+ a případnou participací dvojmocných kationtů je možné vysvětlit 
různou koncentrací iontů (výrazně vyšší koncentrace Ca2+). Pík v oblasti 40 ml bude 
diskutován v kap. 3.5 na str. 61. Podobné tendence jsou patrné i u BSP (EDTA a Ca2+ 
posunují rovnováhu směrem k monomeru, Mg2+ na tuto rovnováhu nemá vliv) – obr. 3.11a.  
 
Obr. 3.10: Gelová chromatografie PDC-109 v přítomnosti EDTA, MgCl2, MnCl2; vzorky 
(2,5 mg) byly naneseny v TBS pH 7, obs. 1mM EDTA, resp. 4,3mM MgCl2 + 1mM EDTA, 
resp. 0,4mM MnCl2 + 0,2mM EDTA, na kolonu ekvilibrovanou stejným roztokem. Jako 
kontrola je zobrazen chromatograf BSP v TBS pH 7. Absorbance byla měřena při 280 nm. 
Pro informaci o Mr je zobrazeno logaritmické měřítko, sestrojené na základě dat 
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Obr. 3.11: Gelová chromatografie a) BSP v
b) PDC-109 v přítomnosti ZnSO
naneseny v TBS pH 7, obs. 1mM EDTA, resp. 11
MgCl2 +1mM EDTA, resp. 0,6
ekvilibrovanou stejným rozt
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Pro sledování vlivu Zn2+ byl použit ZnSO4, nicméně jeho výrazný efekt se zdá být 
spíše důsledek přítomnosti síranových aniontů, neboť proteiny BSP se v přítomnosti 
Na2SO4 na gelové chromatografii chovaly podobně (obr. 3.11b, str. 51).  
Ke sledování vlivu přítomnosti iontů na interakce BSP a PDC-109 s vybranými 
biotinylovanými preparáty byla použita metoda ELBA (obr. 3.12a – j).  
 
  a) BSP – BSP     b) PDC-109 – PDC-109  
 
        
    c) BSP – Mannan    d) PDC-109 – Mannan    
 
Obr. 3.12: Síla interakce BSP, resp. PDC-109 s biotinylovanými deriváty a) BSP 
b) PDC-109 c, d) mannanu e, f) heparinu g, h) látek z tekutin oviduktu i, j) fosforyl-
cholinu; v přítomnosti vybraných nízkomolekulárních sloučenin; jako 100% byla 
zvolena příslušná interakce v TBS pH 7 (TBS). Hodnoty v legendě z amenají příslušný 
násobek koncentrace daných látek v TBS pH 7, tzn. 0,2x, 1,0x a 5,0x: 11mM CaCl2 + 1mM 
EDTA (v tomto případě byl v koncentraci 5,0x použit 2x zředěný TBS kvůli korekci iontové 
síly), 4,3mM MgCl2 + 1mM EDTA, 0,4mM MnCl2 + 0,2mM EDTA, 0,6mM ZnSO4 + 
0,3mM EDTA, 1mM EDTA. Citrát = 30mM citronan trisodný ve 120mM NaCl. Pro 






e) BSP – Heparin    f) PDC-109 – Heparin 
 
 
g) BSP – Tekutiny oviduktu  h) PDC-109 – Tek. oviduktu 
 
 
i) BSP – Fosforylcholin   j) PDC-109 – Fosforylcholin 
 
Pokračování obr 3.12 z předchozí strany 
 
Interakce protein-protein (a, b) je podobná u obou vzorků. Je patrný inhibiční vliv 
ZnSO4, což se dá vysvětlit zvýšenou agregací v jeho přítomnosti a oslabením formace 




neochotně interagují s ukotveným proteinem. Naopak v přítomnosti ostatních látek, které 
upřednostňují spíše formaci dimerů až monomerů, je tato interakce vyrovnaná. Zajímavá je 
inhibice při nízké koncentraci Ca2+.  
Výrazná je interakce PDC-109 s mannanem při zvýšené koncentraci  Ca2+ 
(obr. 3.12d, str. 53), kdy je PDC-109 výlučně ve formě monomeru. Zároveň je však velice 
silná při nízké iontové síle, kde je dimer posunut směrem k vyšším oligomerům (kap 3.3.3, 
str. 47), což může naznačovat interakci mannanu s PDC-109, která je nezávisl na jeho 
agregačním stavu.  
K velice výraznému posílení interakce dochází u PDC-109 s heparinem při vyšších 
koncentracích dvojmocných kationtů (obr. 3.12f, str. 53). V případě Ca2+ je tato interakce 
posílena již při střední koncentraci, která odpovídá vyšším koncentracím u ostatních iontů 
v našich experimentech (koncentrace látek byly určeny na základě fyziologických hodnot, 
viz kap. 2.2.2, str. 32). Vzhledem k protichůdným efektům Ca2+ a ZnSO4 a nepříliš 
výrazným efektům Mg2+ a Mn2+ na agregaci PDC-109 (obr. 3.9 – 3.11, str. 49 - 51) se však 
zdá, že tento fakt s agregací nesouvisí, nicméně je možné, že při vyšších koncentracích 
mají i ostatní kationty podobný vliv na agregaci jako Ca2+ již při střední koncentraci. 
V takovém případě by to znamenalo, že interakce heparinu s PDC-109 může být 
favorizována ve formě monomeru, což by bylo též v souladu s výsledky studie [67], kde se 
jako heparin vázající frakce BSP na afinitní heparinové koloně ukázala být frakce 
v rozmezí Mr 10000 – 60000 [67]. 
Interakce PDC-109 a BSP s biotinylovaným derivátem lyofilizátu tekutin oviduktu 
(obr. 3.12g, h) je posílena v přítomnosti MgCl2. To může znamenat specifický vliv Mg
2+ 
iontů na interakci s nějakou složkou oviduktálních tekutin. V pří adě PDC-109 je vidět 
podobná tendence jako u heparinu v přítomnosti Ca2+ a Mg2+ a může se jednat o nějaký 
glykosaminoglykan, které se v oviduktálních tekutinách vyskytují. 
Interakce s fosforylcholinem (obr. 3.12i, j, str. 53) zřejmě není ovlivněna přítom-
ností zkoumaných látek (pouze při vyšší koncentraci Mg2+ dochází k inhibici interakce 
s PDC-109), což též odpovídá jeho interakci, nezávislé na agregaci proteinu. Tato inter-
akce spíše zřejmě způsobuje "rozpad" agregátů na dimery s navázaným fosforylcholinem.  
Je zajímavé si povšimnout výrazně slabších interakcí, resp. míra jejich ovlivnění 
zkoumanými látkami u BSP v pří adě vzorků mannanu, heparinu a tekutin oviduktu. Tento 
fakt pravděpodobně ukazuje, že v těchto interakcích hraje klíčovou roli PDC-109, kterého 
je v purifikovaném vzorku více (stejná koncentrace obou vzorků). 
 
 
3.4.2 Vliv přítomnosti 
agregaci a vazebné vlastnosti BSP a PDC
Obr. 3.13: Gelová chromatogr
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Na obr. 3.13 (str. 55) jsou zobrazeny chromatografy BSP a PDC-109 v přítomnosti 
D-glukosy a D-fruktosy. Zdá se, že při daných (fyziologických) koncentracích těchto cukrů 
se agregační profily proteinů nezmění. To je sice poněkud v rozporu s výsledky, 
uvedenými v [67], kde je deklarován disagregační účinek D-fruktosy, nicméně pouze na 
heparin vázající frakci BSP a při vyšší koncentraci fruktosy (2%; v našem experimentu 
pouze 0,5%). 
Vliv dalších sacharidů (D-galaktosa, D-mannosa, L-fukosa) a inositolu na agregaci 
PDC-109 je zřejmý z obr. 3.14. Ve všech pří adech, ačkoliv u L-fukosy méně zřetelně, 
dochází k posunu rovnováhy monomer/dimer směre  k dimeru. 
 
 
Obr. 3.14: Gelová chromatografie PDC-109 v přítomnosti D-galaktosy, D-mannosy, L-
fukosy a myo-inositolu; vzorky (2,5 mg) byly naneseny v PBS pH 7, obs. zmíněné 
sloučeniny (v koncentraci 1 mg/ml, Ins 0,35 mg/ml), na kolonu ekvilibrovanou stejným 
roztokem. Jako kontrola je zobrazen chromatograf PDC-109 v PBS pH 7. Absorbance byla 
měřena při 280 nm. Pro informaci o Mr je zobrazeno logaritmické měřítko, sestrojené na 
základě dat z kalibrace kolony. 
 
Ke sledování vlivu přítomnosti sacharidů na interakce s vybranými 
biotinylovanými preparáty byla použita metoda ELBA: obr. 3.15a – j (str. 57 - 58) 
Interakce protein-protein (a, b) není příliš ovlivněna, což odpovídá i výsledkům gelové 
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v souladu s [49] a potvrzuje afinitu PDC-109 k mannosylovým skupinám mannanu. 
Zajímavá je inhibice interakce PDC-109 s heparinem mannosou a galaktosou (f), která 
naznačuje, že vazebná místa pro heparin a mannan se mohou překrývat (mannosa inhibuje 
též vazbu na mannan). Zajímavým výsledkem je značná inhibice interakce PDC-109 s 
fosforylcholinem v přítomnosti vysoké koncentrace glukosy (j), nicméně zdali tento efekt 
souvisí s agregací, nemůžeme porovnáním s gelovou chromatografií posoudit, jelikož 
nastal až při pětinásobné koncentraci, než při které byl vliv glukosy zkoumán pomocí 
zmíněné metody. 
 
a) BSP – BSP     b) PDC-109 – PDC-109 
 
 
c) BSP – Mannan    d) PDC-109 – Mannan 
 
Obr. 3.15: Síla interakce BSP, resp. PDC-109 s biotinylovanými deriváty a) BSP 
b) PDC-109 c, d) mannanu e, f) heparinu g, h) látek z tekutin oviduktu i, j) fosforyl-
cholinu; v přítomnosti vybraných jednoduchých cukrů a myo-inositolu; jako 100% byla 
zvolena příslušná interakce v PBS pH 7 (PBS). Hodnoty v legendě z amenají příslušný 
násobek koncentrace daných látek v PBS pH 7, tzn. 0,2x, 1,0x a 5,0x: D-fruktosa (5 mg/ml), 
D-glukosa (1,5 mg/ml), D-mannosa (1 mg/ml), D-galaktosa (1 mg/ml), myo-inositol 






e) BSP – Heparin    f) PDC-109 – Heparin  
 
 
g) BSP – Tekutiny oviduktu  h) PDC-109 – Tek. oviduktu  
 
 
i) BSP – Fosforylcholin   j) PDC-109 – Fosforylcholin 
 






3.4.3 Vliv p řítomnosti fosforylcholinu a merkaptoethanolu na agregaci a 
vazebné vlastnosti BSP a PDC-109 
 
Na obr. 3.16 jsou znázorně y chromatografy v přítomnosti fosforylcholinu 
a  merkaptoethanolu. Evidentně vyšší koncentrace proteinu v pří adě fosforylcholinu je 
pravděpodobně způsobena lepší rozpustností našeho purifikovaného PDC-109 
v přítomnosti této sloučeniny (srovnej kap 3.2 na str. 43). Ve srovnání s kontrolním 
vzorkem (PDC-109) je zřejmá změna v distribuci proteinu do jednotlivých píků, zejména 
značný pokles píku I. To je ve shodě s výsledky uvedenými v [50] a potvrzuje to 
pozorování, že PDC-109 se k fosforylcholinu a potažmo k fosfocholinovým lipidům na 
membráně spermie váže ve formě dimeru [42,54]. Naopak v prostředí 1% merkapto-
ethanolu je znát nárůst vysokomolekulární frakce, což pravděpodobně souvisí 
s nespecifickou agregací po redukci intramolekulárních disulfidických můstků, které jsou 
nativně v PDC-109 přítomny [29,40]. 
 
 
Obr. 3.16: Gelová chromatografie PDC-109 v přítomnosti fosforylcholinu (PrC) a 
merkaptoethanolu (ME); vzorky (2,5 mg) byly naneseny v TBS pH 7 (PrC), resp. v PBS 
pH 7 (ME) obs. 10 mM fosforylcholin, resp. 1% 2-merkaptoethanol; na kolonu 
ekvilibrovanou TBS pH 7, resp. PBS pH 7. Jako kontrola je zobrazen chromatograf 
PDC-109 v PBS pH 7.  Absorbance byla měřena při 280 nm. Pro informaci o Mr je 


























a)      b) 
 
 
Obr. 3.17: Síla interakce a) BSP b) PDC-109; s biotinylovanými deriváty vybraných 
vzorků v přítomnosti fosforylcholinu (PrC), resp. Merkaptoethanolu (ME); jako 100% 
byla zvolena příslušná interakce v TBS pH 7 pro PrC a PBS pro ME.  Koncentrace PrC 
byla 10 mM, resp. 1% ME. (TO = látky z tekutin oviduktu, PrC = fosforylcholin). Pro 
statistické účely jsou zobrazeny ± směrodatné odchylky. 
 
 
Výsledky studia vazebných vlastností BSP a PDC-109 v přítomnosti těchto látek 
jsou znázorněny na obr. 3.17. V přítomnosti fosforylcholinu dochází ke značné inhibici 
všech interakcí vyjma interakce s látkami tekutin oviduktu. To odpovídá modelu, kdy 
PDC-109, navázaný ve formě dimeru na membránu spermie, interaguje s glykosamino-
glykany oviduktálních tekutin, čímž indukuje kapacitaci [72,78]. Zároveň to odpovídá 
našim výsledkům, že je tato interakce vyšší v přítomnosti MgCl2, který podporuje formaci 
dimerů (kap. 3.4.1, str. 49). 
Merkaptoethanol zřejmě proteiny denaturuje, neboť většina interakcí je v jeho 
přítomnosti minimální. Pouze interakce PDC-109 s PDC-109 je výrazně silnější, což 
odpovídá výsledkům gelové chromatografie a pravděpodobně nespecifické agregaci 
v důsledku denaturace a zdá se tedy, že S-S můstky, resp. jejich modulace 









3.5 Analýza separovaných frakcí BSP a PDC-109 
 
Pro účely analýzy jednotlivých frakcí BSP a PDC-109 (viz kap. 3.2, str. 43) byla 
provedena 5x gelová chromatografie BSP (40 mg). Spojené eluáty v maximech 
jednotlivých píků (viz obr. 3.18) byly jednak dále analyzovány, jednak z nich byl izolován 
PDC-109. Značený PDC-109 (25 mg) byl rovněž rozdělen a jednotlivé frakce použity pro 
studium vazby na membránu spermie. 
Na obr. 3.18 jsou zobrazeny chromatografy jednotlivých frakcí BSP (odp. píkům I, 
II a III) po jejich opětovném nanesení na kolonu ve srovnání s chromatografem původního 
vzorku, ze kterého byly získány. Frakce I a II jsou el ovány při objemech, které odpovídají 
původnímu vzorku. Frakce II se posouvá z oblasti Mr okolo 100000 do oblasti Mr okolo 
30000, což je ve shodě s naším pozorováním vlivu koncentrace na agregaci BSP a 
PDC-109 (kap. 3.3.1, str. 44). 
 
Obr. 3.18: Gelová chromatografie BSP a následně separovaných frakcí; 40 mg BSP bylo 
rozděleno - označeno jako BSP (40 mg) - a získané frakce (I, II, III) byly v množství 2 mg 
naneseny na kolonu. Vzorky byly nanášeny v PBS pH 7. Pro zviditelnění průběhu elucí 
frakcí II a III jsou zobrazeny též jejich 10x zvětšené obrazy (přerušované křivky 
odpovídající barvy). Šipka ukazuje posun v eluci frakce II. Absorbance byla měřena při 
280 nm. Pro informaci o Mr je zobrazeno logaritmické měřítko, sestrojené na základě at 
z kalibrace kolony. 
* Pro korekci nelinearity závislosti A na konc. byly při A > 1 frakce proměřeny zředěné 






























Na obr. 3.19 jsou eluční profily PDC-109, purifikovaného z jednotlivých frakcí 
(obr. 3.18, str. 61). Podobně jako u vzorku kompletních proteinů semenné plazmy si 
PDC-109 z jednotlivých frakcí do jisté míry udržuje svůj agregační stav a to i po purifikaci 
(nicméně je zřejmá jistá redistribuce frakce I do ostatních frakcí).  
  
Obr. 3.19: Gelová chromatografie PDC-109 purifikovaného z frakcí I, II a III po 
separaci BSP gelovou chromatografií; vzorky byly v uvedeném množství naneseny na 
kolonu v PBS pH 7, ekvilibrovanou stejným pufrem. Jako kontrola je zobrazen chromato-
graf PDC-109 v PBS. Absorbance byla měřena při 280 nm. Pro informaci o Mr je 
zobrazeno logaritmické měřítko, sestrojené na základě at z kalibrace kolony. 
 
 
To nás vedlo k myšlence, zdali se jednotlivé frakce neliší v zastoupení glykoforem, 
jelikož je nám z literatury známo, že se PDC-109 vyskytuje v glykosylované a 
neglykosylované formě [34]. Frakce byly proto analyzovány SDS elektroforézou a 
následně barveny stříbrem s detekcí na proteiny a glykoproteiny. Výsledné 
elektroforeogramy jsou zobrazeny na obr. 3.20 na str. 63. Je viditelný rozdíl v zastoupení 
glykoforem PDC-109, reprezentovaných dubletem [70] ve frakcích I′ – III′ (PDC-109 
z BSP frakcí I – III). Zatímco ve frakci I′ a II′ a v nerozděleném PDC-109 je dominantní 
vrchní část dubletu (odpovídající zřejmě majoritní glykosylované formě s vyšší Mr), u 
frakce III′ je tomu naopak, což je velmi zřetelné též u BSP frakce III (3.20b – dráha III). 
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důsledek příliš vysoké koncentrace, nanesené na gel. Je též možné, že se jedná o částečně 
glykosylovanou formu. Stopa, která se objevila pod dublety (3.20b – dráhy K1, I, II a III) 
znamená přítomnost dalšího proteinu v purifikovaném vzorku. Pravděpodobně se jedná o 
aSFP, který nebyl v našem experimentu separován ještě před nanesením BSP na afinitní 
kolonu (jelikož jsme ho nepotřebovali pro naše experimenty) a může se teoreticky 
kopurifikovat s PDC-109. Další možné vysvětlení je, že se jedná o produkt proteolýzy 
PDC-109 (viz dále).  
Dráhy I – III dále odkrývají zastoupení jednotlivých proteinů v BSP. Vyplývá 
z nich, že PDC-109 se vyskytuje ve všech frakcích, což je zřejmé též s analýzy drah I′ – III′. 
Dráha I obsahuje vysokomolekulární proteiny, v drahách II a III se vyskytuje protein o 
Mr okolo 30000 a jedná se zřejmě o BSP-30-kDa. Výrazná stopa v oblasti okolo 20000 
v dráze III patří zřejmě BSP-A3 a stopa okolo 14000 odpovídá aSFP. Poněkud záhadný je 
výskyt vysokomolekulární stopy v dráze III.   
 
      a)          b) 
 
 
Obr. 3.20: SDS elektroforéza v 15% polyakrylamidovém gelu BSP frakcí z gelové 
chromatografie (I – III) a PDC-109 purifikovaného z těchto frakcí (I′ – III ′) a) barvení 
proteinů stříbrem b) barvení glykoproteinů stříbrem; šipky označují odlišný 
elektroforeogram dráhy III′ oproti drahám K1, I′ a II′. Jsou vyznačeny Mr použitých 
standardů. (Lys = kopolymer lysozymu, K1 = PDC-109, K2 = BSP) 
 
Pomocí metody stanovení obsahu neutrálních cukrů dle Duboise byly analyzovány 
jednotlivé frakce BSP a PDC-109. Koncentrace proteinů ve vzorcích byla stanovena 
metodou Bradfordové a výsledné hodnoty z Duboise byly přepočteny na jednotkovou 










cukrů, což dále podporuje naši myšlenku o rozdílném zastoupení glykoforem 




Obr. 3.21: Obsah neutrálních cukrů frakcí BSP a PDC-109; PDC-109 – hodnota 
vypočtená ze známé hmotnosti glykosylované formy PDC-109 a její sacharidové části 
 
 
Rozdílné chování frakce III bylo potvrzeno též výsledky nativní elektroforézy 
(obr. 3.22). Porovnáním se standardem (BSA) vykazuje frakce píku III paradoxně nejvyšší 
Mr. Nicméně tato metoda nedělí proteiny podle jejich Mr tak spolehlivě jako např. 
SDS-PAGE a chování každého proteinu je trochu odlišné [94-96].  
 
      a)          b) 
 
 
Obr. 3.22: RN elektroforéza v 10% polyakrylamidovém gelu a) PDC-109 z BSP frakcí 
(I ′ – III ′) b) BSP frakcí (I – III); šipky označují odlišný elektroforeogram drah III′ a III. 
Jsou vyznačeny Mr použitých standardů. (K1 = PDC-109, K2 = BSP, BSA = hovězí sérový 
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Metodou ELBA byly dále zkoumány rozdíly ve vazebných vlastnostech 
jednotlivých frakcí (obr. 3.23). Výrazný je pokles interakce s látkami tekutin oviduktu 
v obou případech u frakce III.  
 
a)      b) 
 
 
Obr. 3.23: Síla interakce jednotlivých frakcí a) BSP b) PDC-109; s biotinylovanými 
deriváty vybraných vzorků; (TO = látky tekutin oviduktu, TD = látky tekutin dělohy, ChS 
= chondroitin sulfát). Pro statistické účely jsou zobrazeny ± směrodatné odchylky. 
 
  
Pomocí fluorescenční mikroskopie byl zkoumán rozdíl v interakcích jednotlivých 
frakcí PDC-109 s membránou spermie: pro tyto účely bylo rozděleno 25 mg PDC-109 
značených FITC na Sephadexu G-150 a jednotlivé frakce byly po příslušném zředění 
inkubovány s promytými ejakulovanými spermiemi býka. Výsledné snímky z fluores-
cenčního mikroskopu jsou na obr. 3.24 na str. 66. Na snímcích jsou vidět rozdílné 
preference jednotlivých frakcí k různým segmentům membrány spermie. Vysoko-
molekulární frakce (a) se váže na akrosomální a postakrosomální oblast, zatímco 
v ekvatoriálním segmentu se neváže. Podobně je tomu tak i u frakce monomeru (s nižším 
obsahem glykosylované formy) - (c). Frakce II (b), která se vyskytuje v rovnováze 
dimer/multimer v závislosti na koncentraci proteinu (viz kap. 3.3.1, str. 44), se váže spíše 
na postakrosomální oblast a krček. Nerozdělený PDC-109 (d) pokrývá celou membránu 









Obr. 3.24: Fluorescenční mikroskopie: snímky spermií se navázanými značenými 
proteiny PDC-109 a) frakce I b) frakce II, c) frakce III, d) nerozdělené PDC-109; pro 




Kromě výše diskutovaných frakcí (I, II, III), byla v průběhu gelové chromatografie 
někdy eluována další frakce, a to při objemu okolo 40 ml, což odpovídá Mr asi 1500 (viz 
obr. 3.4b, 3.5b, 3.9, 3.19, 3.26 a 3.27, str. 45 - 69). Z počátku jsme mysleli, že se jedná 
o artefakt, který se zdržuje na koloně a při určitých podmínkách (změna pH, iontové síly, 
vysoká koncentrace CaCl2 aj.) je eluován. Nicméně se objevoval vždy při stejném objemu 
(kolona byla před nanesením vzorku ekvilibrována daným roztokem), hlavně ve vzorcích 
PDC-109 a po 36 hodinách inkubace při 37 °C během enzymatické deglykosylace tvořil 
téměř třetinu vzorku (viz kap. 3.6, str. 68). Po vyloučení možnosti kontaminace vzorku 
(inkubace s přídavkem NaN3) se jeví jako jediné vysvětlení přítomnost proteasy, která se 
zřejmě kopurifikuje s PDC-109 během afinitní chromatografie.  
Byla proto provedena želatinová zymografie (obr. 3.25), která dokázala přítomnost 







že se jedná o serinovou proteasu, pravděpo obně akrosin (45 kDa, serinová proteasa 
trypsinového typu [11]), který se nachází v akrosomu, a je též přítomen v semenné plazmě 
z rozrušených buněk. Ve vzorcích BSP se neprojevuje, patrně v důsledku přítomnosti 





Obr. 3.25: Želatinová zymografie v 12% polyakrylamidovém gelu; (PDC-109 = gel 
inkubován v roztoku bez přidaného inhibitoru pro zjištění celkových proteas, 
EDTA = s přídavkem EDTA pro inhibici metaloproteas, TI = s přídavkem trypsin 
inhibitoru, Lys = kopolymer lysozymu), šipka ukazuje na místo proteolytické aktivity. Jsou 


























3.6 Vliv glykosylace PDC-109 na jeho agregaci  
 
Abychom dále prozkoumali vliv rozdílného složení frakcí PDC-109 (kap. 3.5, str. 61), byla 
provedena parciální enzymatická deglykosylace pomocí neuraminidasy a dále pak 
sekvenční deglykosylace neuraminidasou, β-galaktosidasou a hexosaminidasou. Eluční 
profily takto modifikovaných preparátů jsou zobrazeny na obr. 3.26 a 3.27. Z obr. 3.26 je 
patrné, že u desializovaného PDC-109 je výrazně snížena vysokomolekulární frakce. Pro 
srovnání je zobrazen i chromatograf při nanesení 6,5 mg.  
Zdá se však, že po celkové deglykosylaci (obr. 3.27, str. 69) je situace odlišná. 
Frakce I je výrazně posílena na úkor frakce II, nicméně ení možné jednoznačně říci, zda 
je to důsledek deglykosylace nebo nízké koncentrace. Z porovnání s chromatografem na 
obr. 3.19 (str. 62) vyplývá zajímavá podobnost elučních profilů deglykosylovaného PDC-
109 a PDC-109 purifikovaného z BSP frakce I. Vliv deglykosylace je patrný ze srovnání 
s kontrolním vzorkem bez přidaných glykosidas (obr. 3.27). Došlo k jasné změně 
v distribuci mezi frakcemi. Pík v oblasti okolo Mr 1500 je diskutován v kap. 3.5 na str. 61. 
 
Obr. 3.26: Gelová chromatografie PDC-109 po inkubaci s neuraminidasou 
(des PDC-109); Vzorky byly v uvedeném množství naneseny na kolonu v PBS pH 7, 
ekvilibrovanou stejným pufrem. Jako kontrola jsou zbrazeny chromatografy PDC-109 
(2,5 mg a 6,5 mg) v PBS. Absorbance byla měřena při 280 nm. Pro informaci o Mr je 

























Obr. 3.27: Gelová chromatografie PDC-109 po sekvenční deglykosylaci neuraminidasou 
-> β-galaktosidasou -> hexosaminidasou (deg PDC-109); Vzorky byly v uvedeném 
množství naneseny v reakčním pufru (10 mM MgCl2 v PBS pH 7). Jako kontrola je 
zobrazen chromatograf PDC-109 v PBS (2,5 mg) a PDC-109 (2 mg) inkubovaný po dobu 
deglykosylace v reakčním pufru bez přítomnosti glykosidas. Absorbance byla měřena při 
280 nm. Pro informaci o Mr je zobrazeno logaritmické měřítko, sestrojené na základě at 
z kalibrace kolony. 
 
 
Na obr. 3.28a (str. 70) je výsledek SDS elektroforézy, kterou jsme ověřili úspěšnost 
deglykosylace. Protein byl analyzován až po proběhnutí gelové chromatografie, frakce 
s maximální absorbancí pak byly použity na SDS-elektroforézu, což vysvětluje nízký 
signál.  
Výsledky měření vazebných interakcí deglykosylovaných preparátů metodou 
ELBA jsou zobrazeny na obr 3.28b: zatímco desializace nemá vyjma interakce s látkami 
tekutin oviduktu (TO) příliš vliv, celková deglykosylace inhibuje v různé míře všechny 
interakce, zejména s TO, což je v souladu s našimi výsledky pokusu s frakcemi PDC-109, 
kde se ukázalo, že frakce III, ve které převládá neglykosylovaná forma, rovněž vykazuje 






























Obr. 3.23: a) ověření úspěšnosti deglykosylace PDC-109; šipka ukazuje na jediný singlet 
oproti dubletu ve vedlejší dráze, signalizující přítomnost pouze neglykosylovaného 
preparátu (Lys = kopolymer lysozymu, deg = PDC-109 po sekvenční deglykosylaci)  
b) Síla interakce jednotlivých deglykosylovaných pre arátů s biotinylovanými deriváty 
vybraných vzorků; jako 100% je zvolena příslušná interakce nativního PDC-109 v PBS; 


























Z literární rešerše se dozvídáme, že proteiny býčí semenné plazmy, především čtyři 
majoritně zastoupené složky BSP-A1, A2 (různé glykoformy o stejné aminokyselinové 
sekvenci; jejich směs je označována jako PDC-109 [28,29,34]), A3 a 30 kDA [37,39] hrají 
podstatnou úlohu v procesu fertilizace, a to na několika úrovních: jednak fungují jako 
dekapacitační faktor, jednak kapacitaci za určitých podmínek indukují [57-60]. Vážou se 
na membránu spermie interakcí s fosfocholinovými lipidy, kde stimulují lipidový eflux 
[51,59,60]. Zprostředkovávají klíčovou vazbu na epitel oviduktu [43,48,70] a indukují 
kapacitaci interakcí s látkami oviduktálních a foliku árních tekutin [72,74,75,78,80].  
BSP proteiny se nativně vyskytují v agregovaných formách a je za to zřejmě 
zodpovědný PDC-109 [28]. Nicméně o biologické funkci agregace není mnoho známo. 
Proto jsme se rozhodli detailně prozkoumat vliv řady faktorů na agregaci kompletních 
proteinů býčí semenné plazmy (BSP) a PDC-109 a zjistit, jakým způsobem může agregace 
nativně ovlivňovat jejich funkci.  
Při experimentech s různou koncentrací proteinů se ukázalo, že se vyskytují 
v polydisperzním stavu, kdy je část ve formě monomerů, část ve formě 
vysokomolekulárních agregátů (Mr > 150000) a část je v dynamické rovnováze 
dimer/multimer, která je značně ovlivněna právě koncentrací proteinů (kap. 3.3.1, str. 44). 
To je zajímavé zjištění vzhledem k vysokým nativním koncentracím proteinů v semenné 
plazmě [35], kdy jsou takřka výhradně ve formě multimerních agregátů. Efekt jejich 
postupného zředění, ke kterému dochází během transportu spermie v samičím 
reprodukčním traktu, vede zřejmě k rozpadu multimerů až na úroveň monomeru, což může 
mít fyziologický význam, například v regulaci zmíněného lipidového efluxu [51,59,60]. 
Vliv koncentrace je mj. zajímavý proto, že výsledky v literatuře uváděných experimentů 
(např. indukce kapacitace interakcí s HDL [59] nebo heparinem [72]) byly získány při 
koncentracích proteinu daleko pod hodnotou, kdy se multimerní forma v našich výsledcích 
již ztrácí a jež nejsou fyziologické. 
Vliv některých faktorů na agregaci proteinů (např. přítomnost vápníku, 
fosforylcholinu, vliv pH nebo iontové síly) je v zásadě ve shodě s literaturou [50]. 
Překvapivý je výrazný vliv síranových aniontů, a to při nízké koncentraci. Jestliže by měl 




efekt i přítomnost EDTA, fosfátů nebo vysoká koncentrace citrátu, což se nepotvrdilo, 
spíše byl jejich efekt opačný (kap. 3.4.1, str. 49). 
Další zajímavé výsledky přineslo studium jednotlivých izolovaných frakcí (tedy 
vysokomolekulární, multimerní a monomerní) po separaci BSP na Sephadexu G-150 
(kap. 3.5, str. 61). Skutečnost, že zůstávají ve stejném agregačním stavu i po afinitní 
chromatografii na DEAE-Sephadexu, vypovídá o silné tendenci setrvávat v daných 
formách a vede nás k myšlence, že existuje možná rozdílná distribuce různých glykoforem 
PDC-109 do jednotlivých frakcí. Výsledky SDS elektroforézy skutečně ukazují na odlišné 
složení glykoforem ve formě monomeru od ostatních frakcí (obr. 3.20, str. 63). Zatímco 
u agregovaných forem a v nerozděleném PDC-109 [34] je majoritní glykosylovaná forma, 
ve frakci odpovídající monomeru je situace opačná. To dokazuje náš další experiment, ve 
kterém jsme zjistili až o 50 % nižší obsah neutrálních cukrů ve  frakci III oproti ostatním 
frakcím (viz obr. 3.21, str. 64). To patrně svědčí o neochotě neglykosylované formy 
PDC-109 asociovat za vzniku vyšších struktur. Rozdílné chování v prostředí nativní 
elektroforézy (obr. 3.21, str. 64) dále potvrzuje odlišné vlastnosti různých glykoforem.  
Deglykosylační experimenty s PDC-109 ukazují, že glykosylace zřejmě ovlivňuje 
jeho agregační stav (kap. 3.6, str. 68) a potvrzují tak naše výsledky. Z literatury se sice 
dozvídáme, že enzymatická deglykosylace nemá na agreg ci PDC-109 vliv [50], nicméně 
tak bylo vyvozeno pouze z diskuze vlivu glykosylace na tvorbu vysokomolekulárních 
agregátů. Tady se naše výsledky shodují, zdá se dokonce, že jsou tyto formace 
u deglykosylovaného preparátu posíleny (kap. 3.6, str. 68).  
Vliv glykosylace se tedy liší u jednotlivých frakcí. Vysokomolekulární forma 
existuje i v deglykosylovaném preparátu, ale analýza frakce I po separaci na Sephadexu 
přitom ukazuje na majoritní zastoupení glykosylované formy, odpovídající poměru 
glykoforem PDC-109 v semenné plazmě [34]. To naznačuje, že interakce vedoucí k 
formaci vysokomolekulárních agregátů je na glykosylaci v podstatě nezávislá. Zatímco 
PDC-109 ve formě multimeru se po deglykosylaci téměř neobjevuje. To naznačuje, že k 
interakci, zodpovědné za multimerizaci, je nezbytná glykosylovaná forma PDC-109 (což je 
ve shodě se zjištěním, že frakce monomeru obsahuje př vážně neglykosylovanou formu). 
Zdá se tedy, že polydisperzita PDC-109 je výsledkem dvou odlišných interakcí. To je 
v souladu s hypotézou, učiněnou na základě výsledků mé bakalářské práce [101], že 
mechanismus agregace BSP je závislý částečně na interakcích proteinové kostry a částečně 




ného PDC-109 s parciálně deglykosylovaným preparátem pomocí neuraminidasy vyplý á 
skutečnost, že formace oligomerů je závislá na glykosylaci až od úrovně disacharidu a výš, 
neboť po desializaci se PDC-109 v multimerní formě stále objevuje. To je rovněž 
v souladu s našimi předchozími výsledky [101].  
V předkládané práci se nám tedy podařilo nalézt některé faktory, ovlivňující 
agregaci PDC-109 a BSP. Abychom zjistili, jak agregace ovlivňuje nativní interakce 
PDC-109 a BSP v průběhu fertilizace, byly provedeny vazebné studie metodou ELBA. 
V případě vazby heparinu s PDC-109 byla pozorována výrazně výšená interakce 
v přítomnosti dvojmocných kationtů (při vyšších koncentracích), ve které je zřejmě 
favorizována formace monomerů a dimerů (kap 3.3.1, str. 44). To je v souhlase s [67], že 
frakce heparin vázajících proteinů býčí semenné plazmy se vyskytují v rozmezí 
Mr 10000 – 60000. Interakce PDC-109 i BSP z monomerní frakce s látkami tekutin 
oviduktu je naopak výrazně oslabena v porovnání s ostatními frakcemi (kap 3.5, str. 61) a 
je též výrazně oslabena po deglykosylaci (kap. 3.6, str. 68), takže zřejmě k ní dochází 
preferenčně s PDC-109 ve formě dimeru a výš. Z výsledků fluorescenční mikroskopie 
(kap. 3.5, str. 61) se zdá, že každá frakce preferuj  jinou oblast membrány spermie při 
navázání. To je z fyziologického hlediska velmi zajímavé a nevíme o tom, že by již 
podobný experiment byl publikován. V pří adě nerozděleného PDC-109 se totiž jednotlivé 
frakce vážou nediferenciovaně a výsledkem je zhruba rovnoměrné pokrytí membrány 
spermie PDC-109 (kap. 3.5, str. 61).  
Překvapivým výsledkem bylo, že se během afinitní chromatografie společně 
s PDC-109 kopurifikuje proteasa, zřejmě akrosin, a pravděpodobně odštěpuje specificky 
část PDC-109. Akrosin se v malé míře nachází též na povrchu membrány [11] a přichází 
tak zřejmě do kontaktu s PDC-109. Modifikace odštěpením části proteinu by mohla být 
zahrnuta v mechanismu přerušení vazby spermie na epitel oviduktu. Tento mechanismus 
není znám [48], ale výsledky ukazují spíše právě na modifikaci proteinu, než jeho 
odsun [48].  
V této práci se nám tedy podařilo prokázat, že agregační stav PDC-109 patrně 
ovlivňuje jeho vazebné vlastnosti a jeho polydisperzní povaha tak přispívá k multifunkční 










- 290 mg PDC-109 bylo purifikováno z 1200 mg BSP metodou afinitní 
chromatografie na DEAE-Sephadexu A-25, značná část se však zřejmě 
nenavázala, což ukazuje na vysoký obsah PDC-109 v semenné plazmě 
 
- podařilo se nám najít faktory ovlivňující agregaci BSP a PDC-109: 
přítomnost vápenatých iontů, EDTA, citrát, fosforylcholin, vysoká iontová 
síla a nízké pH podporují disagregaci, zatímco nízká iontová síla, některé 
jednoduché cukry a síranové anionty působí opačně 
 
- zjistili jsme, že koncentrace výrazně ovlivňuje agregační stav obou vzorků, 
což může mít fyziologický význam, vzhledem k vysokým nativním 
koncentracím těchto proteinů  
 
- analýzou jednotlivých frakcí jsme objevili, že tendce setrvávat v daných 
formách je patrně dost silná  
 
- zjistili jsme, že distribuce glykoforem PDC-109 do těchto frakcí se 
navzájem liší, a to tak, že ve formě onomeru se nachází převážně 
neglykosylovaný protein, zatímco v ostatních frakcích je tomu naopak 
 
- deglykosylačními experimenty jsme objevili vliv glykosylace na agregaci 
PDC-109 
 
- metodou ELBA a fluorescenč í mikroskopie jsme zjistili, že agregační stav 













AA - akrylamid 
ABTS - 2,2’-azino-bis(2-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) 
AK - aminokyselina 
ApoA-I - apolipoprotein A-I 
APS - persíran amonný (z angl. Ammonium persulfate) 
ATP - adenosin trifosfát 
aSFP - acid Seminal Fluid Protein 
Avidin-HRP - avidin značený křenovou peroxidasou 
Bis(AA) - N,N’-methylen-bisakrylamid 
BSA - hovězí sérový albumin (z angl. Bovine Serum Albumin) 
BSP - v kap. 1: skupina proteinů: PDC-109, BSP-A3 a BSP-30-kDa 
 - v ostatních kap.: kompletní proteiny býčí semenné plazmy  
cAMP - cyklický adenosin monofosfát 
CBB - Coomassie Brilliant Blue 
CEF - Cauda Epididymal Fluid 
Cys - α-L-cystein 
DMF - N,N’-dimethylformamid 
EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctová 
ELBA - z angl. Enzyme-Linked Binding Assay 
FF - Folicular Fluid 
FITC - fluorescein isothiokyanát 
GAG - glykosaminoglykan 
HDL - z angl. High Density Lipoprotein 
ChS - chondroitin sulfát 
Ins - inositol 
L-Fuc - L-fukosa 
D-Fru - D-fruktosa 




D-Glc - D-glukosa 
DEAE-Sephadex - diethylaminoethyl-Sephadex 
D-Man - D-mannosa 
ME - merkaptoethanol 
MK - mastná kyselina 
Mr - relativní molekulová hmotnost 
NHS-biotin - N-hydroxysukcinimidobiotin 
OFA - Oviductal Fluid Albumin 
OPN - osteopontin 
PAF - Platelet Activating Factor 
PLA2 - fosfolipasa A2 
PBS - fosfátem tlumený fyziologický roztok 
PC - Fosfatidylcholin 
PE - Fosfatidylethanolamin 
PI - Fosfatidylinositol 
PrC - Fosforylcholin 
PS - Fosfatidylserin 
SDS - dodecylsulfát sodný 
SDS-PAGE 
- Sodium Dodecyl Sulfate – Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis 
TBS - fyziologický roztok tlumený pomocí Tris 
TCA - trichloroctová kyselina 
TEMED - N,N,N’,N’-tetramethylelhylendiamin 
TD - látky tekutin dělohy 
Thr - α-L-threonin 
TO - látky tekutin oviduktu 
Tris - tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
Trp - α-L-tryptofan 
Tyr - α-L-tyrosin 
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